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Experimentelle chemische Beitrage zur Erblichkeits- 
forschung. II. 


Von 
Hans y. Euler, Sven Steffenburg und Harry Hellstrém. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1929.) 


Die Untersuchungen dieses Institutes iiber das Verhalten der 
Enzyme, besonders der Katalase bei der Mendelspaltung werden 
zunichst in der Hinsicht weitergefiihrt, daB wir das an Chloro- 
phyllmutanten festgestellte Verhiltnis der Katalasewirkung in 
weiteren Fallen verfolgen und den quantitativen Beziehungen 
nachgehen, welche zwischen Katalase und Xanthophyll unseren 
ersten Messungen zufolge zu bestehen scheinen. Wie schon in der 
ersten Mitteilung ') erwaihnt, hatte Nilsson-Ehle?) an seinen Chloro- 
phyllmutanten der Gerste 6 voneinander unabhingige Erbeinheiten 
gefunden, zu denen spater noch eine Reihe neuer hinzugekommen 
ist’), und wir haben zunachst in Erwigung gezogen, eine der- 
selben als Katalasefaktor ansprechen zu kénnen, und eine andere 
Erbeinheit mit Xanthophyll in Beziehung zu setzen.*) 

Hierzu ist gleich zu bemerken, daB hierin zunichst nichts 
weiter liegen sollte als eine Fragestellung. Im Verlauf unserer 
weiteren Arbeiten hat diese Fragestellung eine weitere Ausformung 
erhalten, indem wir glauben, Anhaltspunkte dafiir zu haben, daB 
sich die Materie in den Zellen in gewissen ,biochemischen 


1) Diese Zs. Bd. 182, S. 205 (1929). 

2) Nilsson-Ehle, Zs. f. ind. Abst. u. Vererb.-Lehre Bd. 9, S. 289 
(1913); Hereditas Bd. 3, S. 191 (1922). 

3) Siehe hierzu auch Hallqvist, Hereditas Bd. 5, S. 49 (1924). — Auf 
die Chlorophyllmutanten von E. Baur wollen wir anliflich der Bearbeitung 
des von Herrn Prof. E. Baur freundlichst iiberlassenen Materials zuriick- 
kommen. 

*) In diesem Zusammenhang kann auf die grundlegenden Unter- 
suchungen von C. Correns [Ber. deutsch. bot. Ges. Bd. 20, S. 594 (1902); 
Zs. f. ind. Abst. u. Vererb.-Lehre Bd. 1, S. 291 (1909); Sitzber. PreuB. 
Akad. 1918, S. 221; ebenda 1922, S. 460) hingewiesen werden. 
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Quanten*“ gruppiert, welche miteinander oft in einfachen, aller. 
dings von duBeren Bedingungen wie Temperatur abhangigen Zahlen- 
verhiltnissen stehen.') Wir bezeichnen als ,,biochemische Quanten« 
relative Stoffmengen bzw. WirkungsgréBen, welche sich analy- 
tisch oder kinetisch reproduzieren lassen. Ob es sich spiiter 
herausstellt, daB solche Quanten mit den Genen der Erblichkeits. 
forschung in Beziehung gesetzt werden kénnen, bleibt eine erst 
an einem gréBeren Material diskutierbare Frage. 

Wir vermuten, daB Funktionsgruppen von Biokatalysatoren 
und Substraten in den Zellen existieren, in welchen die einzelnen 
Katalysatoren und Enzyme (wenigstens bei der Entwicklung unter 
vergleichbaren Umstanden) in gewissen Verhialtnissen stehen. So 
diirfte die Katalase (vermutlich auch das Xanthophyll) an der 
Funktionsgruppe der Assimilation beteiligt sein.?) Andererseits 
liegt es nahe anzunehmen, da8 auch in die Funktionsgruppe der 
Atmung Katalase eingeht. Es kann in dieser Weise Katalase 
in mehreren Gruppen als Erbfaktor auftreten und man wird bei 
der weiteren Verfolgung der Katalase in Mutanten mit der Még- 
lichkeit mehrerer voneinander unabhangiger katalase- 
bildender Gene rechnen. 

Im AnschluB an unsere Messungen an Albina und besonders 
in Riicksicht auf einen Zusammenhang zwischen Katalasegehalt 
und Xanthophyllgehalt wurden 2 Sorten von Brassica unter- 
sucht, welche uns Herr Dozent C. Hallqvist iibergab, um ana- 
logen Beziehungen zwischen Carotinoidgehalt und Katalasewirkung 
nachzugehen, wie wir sie bei Albina gefunden hatten. 


Versuche mit 2 Sorten von Brassica. 


Zur Untersuchung kamen 2 Sorten von Brassica, namlich 
Bortfelder und Ostersundom. Nach Hallqvist’) tritt bei diesen 
ein Unterschied in der Farbe des Wurzelfleisches auch bei 
anderen Organen zutage, so daB z. B. Individuen mit weibem 
Wurzelfleisch citronengelbe Blumen haben, wahrend orangegelbe 
Blumen dem gelben Wurzelfleisch entsprechen.*) Den gleichen 


1) Vgl. hierzu auch E. Baur, Vererbungslehre, 6. Aufl. (1922), 1. Vor- 
lesung. 

*) Uber die Beteiligung eines katalaseartigen Enzyms an der Assimi- 
lation siehe Willstaitter u. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlensiiure. Berlin 1918, S. 246. 

8) Hallqvist, Nordisk Jordbruksforskning Bd. 1, S. 159 (1919). 

*) Die Sorte weiBes Wurzelfleisch-citronengelbe Keimlinge ist domi- 
nierend und es handelt sich hier um eine mendelnde Erbeigenschaft. 
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Jasammenhang fand Hallqvist beziiglich der Keimlinge; es be- 
teht Korrelation zwischen: 

WeiBem Wurzelfleisch und citronengelben Keimlingen 

Gelbem ia »  orangegelben ‘i 

Um den Farbenunterschied deutlich hervortreten zu lassen, 
mpfiehlt Hallqvist, die Keimung in der Warme und bei hoher 
Feuchtigkeit im Dunkeln vor sich gehen zu lassen. 

Zunichst wurde der Unterschied zwischen den beiden ge- 
samnten Sorten, welche wir Herrn Dozenten Hallqvist ver- 
janken, auch hinsichtlich der Katalasewirkung ihrer Herzblatter 
untersucht. Zwei Versuchsserien wurden ausgefiihrt. 












Versuchsreihe A. 7tigige Keimung im Dunkeln. 


Je 10 Herzblitter (Frischgewicht von je 10 Blattern 0,035 g), wurden im 
AchatmG6rser mit etwa 0,1 g Sand und einem Puffer von p;,; = 6,6 verrieben, 
vobei der Mérser im Eiswasser stand. Das Pistill wurde mit 2 ccm Puffer- 
isung abgespiilt. Der Morserinhalt wurde mit 15 cem 0,01 n-Hydroper- 
sydlésung versetzt. Hierauf wurden unmittelbar 5 ccm Reaktionslésung 
brausgenommen und in 10 ecm n-Schwefelsiure einpipettiert. Titration 
nit 0,005 n-KMnO,. Berechnung der Reaktionskonstanten fiir monomole- 
kilare Reaktionen, &-10* fiir 0°. 











Nach 7 tégiger Keimung: 

Bortfelder (Mittel aus 10 Stiick) . . . . . 170 
Ostersundom (Mittel aus 10 Stiick) . . . . 104 
Versuchsreihe B. 16tigige Keimung unter Glas. 
Nach 16 tigiger Keimung: 

Bortfelder, 6 Herzblattpaare . . 351 Einzeln. . . 127 132 
Vstersundom, 6 Herzblattpaare . 222 — - se 65 


Somit stellt sich das Katalaseverhiltnis Bortfelder (orange): 










\stersundom (hellgelb): 
Nach 7 tig. Dunkelkeimung Nach 16 tig. Lichtkeimung 
1,63 1,65 


Es war nun zunachst zu fragen, ob hier, wie in den friher 
untersuchten Fallen bei Hordeum der hoéheren Katalasewirkung 
uch der héhere Gehalt an Carotinoiden, speziell Xanthophyll, 
atspricht. | 
Am 13. Keimungstag wurden die beiden, im Licht gekeimten 
‘orten spektrophotometrisch auf ihrem Gehalt an Xanthophyll 
ind Carotin untersucht. Aus dem Unterschied des Farbentones 
er beiden Sorten konnte man schon schlieBen, dab die orange- 
g* 
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gelbe Sorte Bortielder auSer Xanthophyll noch einen andere 
und zwar orangegelben Farbstoff enthalt, und es lag nahe, dis 
Gegenwart von Carotin zu vermuten. 

Je 10 Keimlinge (Herzblitterpaare) wurden am 13. Keimung,. 
tag (Keimung im Dunkeln) mit Chloroform extrahiert, der Extrak: 











wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur eingedunstet, in etwa; sop 
Petroleumither gelést, im Scheidetrichter mit 5 ccm 90°) igen 

Methylalkohol geschiittelt, wobei das Xanthophyll zum gréstuf ,. 
Teil in den Methylalkohol iibergeht (Willstatter). Drei Aud 4, 
schiittelungen waren ausreichend um das Xanthophyll vollstandig 

in die Methylalkohollésung iiberzufiihren, wobei die Petrolither blo 
schicht ganz entfarbt wurde. Bei der Extraktion der citronen-f J 
gelben (Ostersundom) Sorte ging der gesamte Farbstoff von der im 
Petrolatherschicht in den Methylalkohol iiber, wihrend bei de bl 
Extraktion der orangegelben Sorte die Alkoholschicht ganz wenig ™ 


gefarbt blieb. Die orangegelbe Bortfelder Sorte enthalt folglich 
kein Xanthophyll oder héchstens sehr geringe Mengen. i 

Wir erhielten somit nur eine Fraktion sowohl des citronen- 
gelben als des orangegelben Materials, erstere in der methyl. 
alkoholischen, letztere in der Petrolatherlésung. 

Diese Lésungen wurden im Vakuum eingedunstet und die 
Riickstinde wurden in Chloroform gelést, woraus die Spektre: 
der so erhaltenen Extrakte aufgenommen wurden. 

Hierbei bestaitigte es sich, daB der rein gelle 
Farbstoff ein Xanthophyll ist. Zweifelhaft blieb hingegen 
ob der gelbrote Farbstoff ganz oder iiberwiegend aus Carotun 
besteht. Der allgemeine Verlauf der Absorptionskurven ist de 
gleiche wie fir Carotin und das Verhaltnis zwischen der Inter- 
sitat der beiden Bander ist ungefihr iibereinstimmend fiir de 
untersuchten Stoff und fiir Carotin, aber die Absorptionsmaximi 
(478 mu bzw. 450 mu) sind erheblich gegen Violett verschoben 
(Carotin, max. 489 mu bzw. 459 my). 

Eine Probe des Extraktes der Bortfelder Sorte gab auf Zt 
satz des Carr-Priceschen SbCl,-Reagenzes eine schwache Blat- 
firbung, die aber zu geringfiigig war, um im Tintometer mebbar 
zu sein. 

Aus dem oben Gesagten geht also hervor, daB die gell- 














rote (Bortfelder) Sorte ein Petrolither-lésliches Caro- 
tinoid aber kein Xanthophyll enthalt, wahrend sich 1! 
der citronengelben (Ostersundom) Sorte nur Xanthophylig '%9 
findet. Eine Untersuchung des Wurzelfleisches von Brassici 








Experimentelle chemische Beitrage zur Erblichkeitsforschung. II. 117 








jegt von H. Kylin vor.') In diesem Zusammenhang sei auch 
jarauf hingewiesen, daB nach Kylin 2 Xanthophyllmodifikationen 
sxistieren (Phylloxanthin). 

Stellen wir also jetzt die enzymatischen und die spektro- 
skopischen Ergebnisse zusammen, so finden wir: 


»'gen po Farbstoff 

6Bten Bortfelder (orangegelbe Herzbl.) . . . 1,64 kein Xanthophyll 
Aus. Ostersundom (citronengelbe Herzbl.). . 1,00 Xanthophyll 

andl Der hoéhere Katalasegehalt folgt also hier nicht, wie bei den 
ither (blorophyllmutanten der Gerste, dem héheren Xanthophyllgehalt, 
Cnet ondern vorzugsweise einem Petrolither-léslichen Carotinoid. 

: a In einer friiheren Arbeit iiber die Katalasewirkung in Chloro- 


“BB pbylimutanten von Gerste zogen Euler und H. Nilsson?) folgen- 
Wellg@M ien SchluB: .,Sowohl der Katalase als dem Chlorophyll diirften 


lic iso chlorophyllbedingende Erbeinheiten zugrunde liegen und die 

chlorophyllbedingende genetische Grundlage diirfte sich also in 
—— ynthetisierende Gene aufliésen lassen, von denen wenigstens eines 
ii fozymnatur*) besitzt und ein anderes Kisen enthalten diirfte.“*) 
1 de Um iiber den Zusammenhang zwischen Chlorophyllerbein- 
laiall neiten und Katalase weiteren Einblick zu gewinnen, haben wir 


an obigem Material (Lichtserie) den Versuch gemacht, nach 
\6tigiger Keimung die Chloroplasten in den Herzblittern jeder 
ler beiden Sorten zu bestimmen. 

Ein Herzblattpaar wurde ohne Sand im Achatmorser verrieben, mit 
(2 ceem PO,-Pufferlésung verdiinnt. Mit dieser Emulsion wurde eine 
Thoma-Zeisssche Zihlkammer gefiillt, in welcher die Anzahl Chloro- 
plasten im Volumen 4-10~* cem, also im urspriinglichen Volumen 2-10~° 
ies Blattpaares bestimmt wurde. Die Zihlung ergab: 


Anzah] Chloroplasten des Herzblattpaares 2-10—° Bortfelder. . . . 156 
- ” - 2+¢1075eem Ostersundom. 89 
Hieraus berechnet sich das Chloroplastenverhiltnis 
Bortfelder : Ostersundom = 1,59. 


Es ist bemerkenswert, daB das Verhialtnis der Kata- 
asewirkung namlich 1,65 (vgl. oben) und der Chloro- 
ilastenzahl, namlich 1.59 innerhalb der Versuchsfehler 


—. 


Bro: 1) Diese Zs. Bd. 163, S. 229 (1927). 


b in ?) Euler u. H. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 10 B, Nr. 6 
h yliM'1929). 
3sica *) Genauer ausgedriickt: enzymbildend ist. 


*) Bzw. die Bindung des Eisens an organische Reste bewirken diirfte. 
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iibereinstimmen. Ks liegt nahe, hieraus den SchluB zu ziehe, 
daB der Katalasegehalt in diesen Fallen proportiona! 
der Chloroplastenzahl ist. Wir hoffen durch eine Erweite. 
rung dieser Untersuchung’) bald angeben zu kénnen, in welche 
Umfang und unter welchen Umstiinden eine solche Proportip. 
nalitat statthat. 

Auch in einem Handschnitt von einerseits citronengelhber, 
andererseits orangegelben Herzblittern wurde versucht, die Chlorp. 
plasten im Mikroskop zu rechnen. Aus einer groBen Zahl yo, 
Kinzelbestimmungen erhielt der eine von uns (Sv. 8S.) fiis diese 
Verhiltnis den Mittelwert 1,60. 

Falls in den oben angegebenen untersuchten Fillen die 
Katalasewirkung nicht von Paralysatoren oder Aktivatoren b.. 
einfluBt ist und sich das Verhiltnis von Katalasewirkung und 
Chloroplastenzahl an anderem Material wiederfindet, so gestatter 
solche Messungen den Katalasewert eines Chloroplasten zu er. 
mitteln.?) Im oben angegebenen speziellen Fall wird bei einen 
Reaktionsvolumen von 17 ccm die Reaktionskonstante 0,017 x 
2-10-° also wird der Wert fiir einen Chloroplasten 3,4-10~. 

Auch hier macht sich die Frage geltend, wie das organisch- 
und besonders das porphyringebundene Eisen an der Katalase. 


wirkung einer Zelle oder eines Zellbestandteiles, also hier de ™ 


Chloroplasten, beteiligt ist. Solche Bestimmungen kénnten fi 
das eingangs erwahnte Problem der biochemischen Quanten ver- 
wendet werden, wenn man Anhaltspunkte iiber die Konstanz der 
GréBe und Zusammensetzung der Chloroplasten besiBe. 


Untersuchungen tber den Chlorophyllmutanten von Gerste 
1622/27 (Hallqvist). 


Mit diesem von C. Hallqvist beschriebenen Mutanten waren 
die ersten enzymatischen Versuche in diesem Institut von Euler 





1) Hierbei soll auch die von Molisch [Wien. Akad. Anz. Bd. 55 (1908): 
Ber. d. d. bot. Ges. Bd. 39, S. 136 (1921)] angegebene Reduktion von Silber 
salz zur Verwendung kommen. 

2) Es wurde auch der Versuch gemacht, die diskrete Verteilung de! 
Katalase in Schuitten von Herzblittern zu studieren und zwar mit Hilf 
von sehr verdiinnter Hydroperoxydlisung. Bei Zugabe derselben traten 
besonders an den hellgriin gefirbten Stellen kleine Gasblasen explosion 
artig auf. Der Vorgang kam aber nach einigen Minuten zum Stillstand: 
es soll nun versucht werden, die drtliche Verteilung der Blaschenbildus: 
mikrophotographisch festzuhalten. 
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und H. Nilsson angestellt worden. Die Versuche hatten er- 
geben, daB sich der Katalasegehalt der chlorophyllhaltigen und 
der chlorophyllfreien (weiBen) Keimlinge um zwei voneinander 
ganz verschiedene Werte gruppiert, und zwar verhielt sich die 
Katalasewirkung der Keimblitter der weiBen (chlorophylidefekten) 
Linie zu derjenigen der chlorophyllnormalen Linie etwa wie 1:3. 

In einer zweiten Untersuchung wurden drei weitere Chloro- 
phyllmutanten, ebenfalls von Hallqvist beschriebene, untersucht, 
nimlich Albina 3, Albina 4 und Chlorina 1060/25. 

Bei Albina 3 und Albina 4 variierte das Verhiltnis der 
Katalasewirkung zwischen 1:2 und 1:3 je nach Art (Lichtzufuhr) 
und Dauer der Keimung.') 


Neue Versuche mit 1622/27. 


Die Versuche wurden in der friiher beschriebenen Weise 
ausgefihrt. Die Konstanten beziehen sich hier auf 1 g Frisch- 
gewicht. (Die per Individuum erhaltenen Zahlen sind also auf 
gleiches Gewicht reduziert.) 





‘MM 6 Tage (etiol.) | kyormal = 9,703 0,858 0,798 0,874 
+2 Tage bel.| Kaormai = 9,93 0,74 1,27 1,08 0,93 0,90 


+3 Tage bel. | knormal = 9977 





Keimung Knormal = 9,405 keeig = 9,123 


0,78 0,90 0,63 0,69 


kweig = 0,144 0,134 











Die Keimlinge der obigen kleinen Tabelle waren also zuniichst 6 Tage 
im Dunkeln gewachsen, waren hierauf noch 2 Tage bzw. 3 Tage dem Tages- 
licht ausgesetzt gewesen. 

Aus den angegebenen Bestimmungen berechnet sich fiir 


1622/27 nach 6 tagigem Keimen unter LichtabschluB: 


k k B = 3,3. 


normal * “wai 





Dieser Wert stimmt rech+ angenihert mit unseren friiheren 


Ergebnissen an 1622/27, wo nach 10 bzw. 11 tagiger Keimung 
3,0 gefunden wurde. Hierbei ist besonders noch zu beachten, 





1) In einem Fall trat ein noch nicht wieder beobachteter Ausgleich 


der Katalasewirkung zwischen den weiBen und den normalen Keimlingen 
ein (vgl. a, a. O. S. 214), 





120 Hans v. Euler, Sven Steffenburg und Harry Hellstrém, 


daB mit fortschreitender Keimungsdauer im Dunkeln dieses Ver. 
haltnis stets abzunehmen scheint.’) 

In der gleichen Serie wurde ein sehr starkes Ansteigen des 
in Rede stehenden Verhiltnisses erzielt, als nach den 6 Tagen 
des Keimens im Dunkeln die Keimlinge unter Glas dem Tages. 
licht ausgesetzt wurden. Wir erhielten dann namlich das Kata- 


laseverhiltnis 
I: 


normal °* k weib = 5,9. 


Auch bei dieser Serie wurde der Frage besondere Aufmerk- 
samkeit gewidmet, ob der Katalasegehalt der homozygoten und 
der heterozygoten griinen Linie Unterschiede hinsichtlich der 
Katalase aufweist, solche Unterschiede konnten aber nicht fest- 


gestellt werden. 


Versuche mit Albina 6. 


Auch diese Albina ist von Hallqvist*) beschrieben. Ob 
Albina 6 mit anderen Albina identisch ist, ist nicht bekannt. 

Fiir das Katalaseverhiltnis Apormal: Aweis ergab sich der 
Mittelwert 1,6 + 0,1. 

Katalase ist vermutlich am Katalysatorsystem der Atmung 
beteiligt, wenn auch hieriiber noch nichts naheres bekannt ist. 
Jedenfalls lag die Erwigung nahe, da8 in der chlorophylldefekten 
und katalasearmeren Linie das Biokatalysatorsystem schwacher 
ausgebildet sein wiirde. Zur Priifung dieser prinzipiell wichtigen 
Frage wurde die Sauerstofizehrung an beiden Linien vergleichend 
gemessen, und zwar parallel mit der Katalasewirkung. 

Die Sauerstoffzehrung wurde in dem von Steffenburg’) 
angegebenen Apparat gemessen, der eine Modifikation des Bar- 
croft-Warburgapparates bildet. 

Die gewogenen und angefeuchteten Blatter wurden 3 Stunden 
lang auf ihre Atmung gepriift, worauf die Katalasewirkung am 
gleichen Blatt in der friiher befolgten Anordnung (17 ccm Volumen) 


1) Die absoluten Werte der Katalasewirkung im keimenden Samen 
nehmen wiihrend einer gewissen Keimungsdauer zu und erreichen dann 
ein Maximum. Vgl. hierzu auch die in diesem Institut ausgefiihrte Unter- 
suchung von Sjéberg [Biochem. Zs. Bd. 142, 8. 274 (1923)].' Vgl. ferner 
die Ergebnisse von Kern, Zs. f. Bot. Bd. 21, S. 193 (1928). 

*) Hallqvist, Hereditas (Lund) Bd. 5, S.49 und zwar S. 59 (1924). 


*) Diese Zs. Bd. 178, S. 75 (1928). 
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Ver. semessen wurde. In der Figur sind die so erhaltenen Mittel- 
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d werte ecm O, per Zeiteinheit 
” g Frischgewicht 
gen 
vos. I suigetragen gegen die Werte 
i Katalase—Reaktionskonstante k-per 17 ccm 
g Frischgewicht 
Die ermittelten Kurvenpunkte sind die folgenden: 
rk- Keimungsdauer 5 Tage 7 Tage 8 Tage 
ind ions ee 
der ecm O, ‘| 1,76 3,12 1,75] 0,907 0,993 1,126] 0,81 1,00 1,28 
ast. 4| & Frischgew. Mittel 2,21 Mittel 1,01 Mittel 1,01 
7% | Kat. 17 cem 2,88 2,75 3,88] 0,993 1,49 3,42 | 1,83 1,93 2,34 
g Frischgew. Mittel 3,15 Mittel 1,97 Mittel 2,03 
Ob com 0, | 8,60 4,68 3,68] 0,992 1,173 1,463] 0,92 0.93 0,95 
2| 8 Frischgew. | wittel 3,99 Mittel 1,21 Mittel 0,93 
ler 71 Kat i17eem | 1,84 2,00 1,17] 1,028 2,00 1,07 | 1,13 1,03 1,03 
g Frischgew. Mittel 1,67 Mittel 1,37 Mittel 1,06 
Dg 
st. ' . 
~ Versuche mit Albina 5. 
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Wasser, sondern mit einer verdiinnten Kupfersulfatlésung ap. 
gefeuchtet ist. Versuche, die von einem anderen Ausgangspunk: 
aus angestellt worden waren, lieBen nimlich vermuten, daB schoy 
Spuren von Cu auf den Katalasegehalt der Keimlinge einwirkey 
kénnte. Die Versuchszahlen, welche wir Frl. Dagmar Rune. 
hjelm verdanken und welche ausfiihrlicher an anderer Stelle mit. 
geteilt werden, ergaben aber keinen deutlichen Effekt des zu. 
gesetzten Kupfers. Sowohl in der Cu-haltigen als in der (Cv. 
freien Lésung war das Verhiiltnis ‘pormai : ‘weig = 3 bis 4. 





Zusammenfassung. 


Im AnschluB an friher in dieser Zeitschrift mitgeteilte 
Messungen an Chlorophyllmutanten werden untersucht: 2 Sorten 
von Brassica und 3 Mutanten von Gerste. 

Bei Brassica folgt der héhere Katalasegehalt auffallender. 
weise nicht wie bei Gerste dem hdheren Xanthophyllgehalt. 

Bei Brassica wurde das Verhiltnis der Katalasewirkung 
zwischen einer xanthophylihaltigen und einer xanthophyllfreien 
Sorte iibereinstimmend mit dem Verhiltnis der Chloroplastenzah| 
gefunden. Es wurde der Versuch gemacht, den Katalasewert eine: 
Chloroplasten zu ermitteln. 

Neue Versuche mit Gerste 1622/27 lieferte das Katalase- 
verhiltnis 3,3 (bei Dunkelkeimung), 5,5 nach Belichtung. 

Bei Albina 6 wurde das Katalaseverhiltnis 1,6 + 0,1 fest- | 
gestellt, bei Albina 5 das Verhiltnis 3—4. 
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Zur Frage des Cholins in der Plazenta und seiner Beziehung 
zur Wehentatigkeit. 


Von 
Fritz Wrede, Erich Strack und Else Bornhofen. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1929.) 


Die Wirkung des Cholins auf die glatte Muskulatur ist oft 
und eingehend studiert worden; eine Beeinflussung derselben in 
bezug auf Tonus und rhythmische Kontraktion ist namentlich bei 
isolierten Organen unzweifelhaft festgestellt.’) 

Von besonderem Interesse ist die viel untersuchte Frage, 
inwieweit Cholin eine Reaktion auf die Muskulatur des Uterus, 
speziell des schwangeren, ausiibt. Es sind vor kurzem zwei 
Arbeiten von Sievers’) erschienen, die durch ihre Ergebnisse 
ein gewisses Aufsehen namentlich bei den beteiligten Klinikern 
erregt haben. Wegen der praktischen Wichtigkeit einiger von 
Sievers aufgestellten Theorien schien es angezeigt, diese experi- 
mentell nachzupriifen. Wir sind uns dabei klar, daB die vor- 
liegende Untersuchung noch keine vollstindige und endgiiltige 
Klarung der Cholinfrage bedeutet, insbesondere die Frage nicht 
beriibrt, ob Cholin prinzipiell an den Geburtswehen beteiligt sei 
oder nicht. Hieriiber hoffen wir spaiter berichten zu kénnen.*) 

Es handelt sich im folgenden hauptsichlich um drei Punkte, 
die in den Arbeiten von Sievers behandelt worden sind: 1. Die 
Menge des Cholins in der reifen Plazenta, 2. die ,Stapelung“ des 


1) Kine Zusammenfassung der umfangreichen Literatur s.u.a. bei 
Guggenheim, Die biogenen Amine (Jul. Springer). 

*) Sievers, Zs. Biol. Bd. 87, S. 319; Bd. 88, S. 145 (1928). 

8) Eine Veréffentlichung dieser unserer vorliufigen Untersuchungen 
scheint uns u.a. deswegen zweckmiBig, weil der eine von uns (Strack) in 
kurzem eine Anstellung am Physiologisch-chemischen Institut in Leipzig 
iibernimmt, wodurch die gemeinsame Weiterarbeit unterbrochen wird. 
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-— 


Cholins in diesem Organ und endlich 3. die Auspressung des 
Cholins aus der Plazenta wahrend der Wehen. 

Sievers bestimmte den Cholingehalt einiger reifen Plazenten; 
er fand dhnliche Werte wie andere Forscher vor ihm, namlich 
durchschnittlich 45 mg Cholin pro Planzenta. Da das Gewicht 
einer frischen Plazenta etwa 500 g betragt, wiirde das 90 mg 
Cholin in 1 kg Plazenta bedeuten. Er schlieBt: 

,daB diese Mengen geniigen mii8ten, um erregend auf den Uterus 
einzuwirken. Danach wiirde die Hauptaufgabe der reifen Plazenta dahin- 
gehen, an den Uterus Cholin abzugeben und bei ihm den Eintritt der Wehen 
auszulésen. Die reife Plazenta wiirde also ein Organ mit innerer Sekretion 
sein, daB die Aufgabe hat, Cholin zu erzeugen, zu stapeln und es weiterhin 
dem Uterus zuzufiihren. Die Bedingungen fiir die Abgabe von Cholin an 
den Uterus sind so giinstig wie méglich; denn die Plazenta muB bereits 
durch die erste Wehe wie ein Schwamm ausgepreBt werden, so daB Cholin 
in gré8eren Mengen in den Uterus getrieben wird“ (S. 325). — .,Bei guter 
Ubereinstimmung der Mittelwerte der Plazenten ergaben meine Unter- 
suchungen, bei denen ich die Plazenten einzeln aufarbeitete, eine betriicht- 
liche Schwankungsbreite fiir die einzelnen Plazenten“ (830—60 mg). — ,,Sie 
laBt sich ungezwungen so erkliren, da8 bei den Wehen verschiedene Mengen 
von Cholin aus der Planzenta an den Uterus abgegeben werden. Wir 
werden also in der ausgestoBenen und durch zahlreiche Wehen ausgepreBten 
Plazenta nur den Rest des Cholins, den ich als Residualcholin bezeichnen 
will, von dem urspriinglich vorhandenen bestimmen. Danach miissen die 
Mengen des Cholins in den einzelnen Plazenten schwanken. Hierauf wire 
besonders bei der Untersuchung unreifer Plazenten Riicksicht zu nehmen, 
die ich infolge Materialmangels nicht untersuchen konnte“ (S. 150 u. 151). 

Wir zeigen im experimentellen Teil, daB wir bei Unter- 
suchung normaler, spontan geborener Plazenten einen hdheren 
Cholingehalt feststellten als Sievers. Ob dieser Befund durch 
unsere etwas andere Technik oder durch die Ortlichkeit (Nahrung, 
Klima) bedingt ist, lassen wir dahingestellt. DaB die quantitative 
Bestimmung des Cholins in Organen haufig zu Fehlschliissen 
AnlaB gegeben hat, ist aus der Literatur bekannt: Die immer 
in dem Zellmaterial vorhandenen Phosphatide kénnen entweder 
beim Lagern der Organe bis zum Verarbeitungstermin oder auch 
bei der Aufarbeitung selbst zerfallen, wobei sich Cholin bilden 
kann. Wir haben uns bei unseren Bestimmungen im groBen und 
ganzen an die Methode gehalten, die Kinoshita zur Bestimmung 
von Cholin in tierischen Organen anwandte.') Eine genaue Vorschrift 
geben wir im experimentellen Teil. Vor allem bemiihten wir 
uns, das Material immer in durchaus gleicher Weise vorzubereiten 
und aufzuarbeiten. Die von uns geiibte Methode diirfte wohl kaum 





') Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 607 (1910). 
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gur Entstehung von Cholin aus Lecithin Gelegenheit geben; aber 
auch selbst wenn dies in kleinem Umfang der Fall sein sollte, 
wirde es nichts besagen, da ja bei jeder Bestimmung der gleiche 
Fehler begangen wird, der bei dem Vergleich der Werte von nor- 
malen mit denen von anormalen Organen keine Rolle spielen 
kann. — Die Zuverlissigkeit der Methode haben wir iibrigens 
an verschiedenen Objekten gepriift. So gelang es uns nicht, im 
menschlichen Blut freies Cholin nachzuweisen, obgleich hier 
geniigende Mengen Lecithin zur Bildung von Cholin vorhanden 
sein diirften. Dem Blut kiinstlich zugesetztes Cholin konnte mit 
unserer Methode zu iiber 80°/, wieder isoliert werden! — Wie 
oben erwahnt, fanden wir mehr Cholin in normalen Plazenten 
als Sievers, namlich durchschnittlich 82 mg pro Plazenta von 
443 g Frischgewicht, d.h. 185 mg Cholin in 1 kg frischer Plazenta. 

Sievers ist der Ansicht, daB die von ihm gefundenen 
Cholinmengen (durchschnittlich 45 mg pro Plazenta von 500g 
Frischgewicht, d. h. 90 mg Cholin pro kg Organ) eine auffallige 
,stapelung“ des Cholins in der Plazenta bedeuten. Von einer 
Stapelung kann exakt nur dann geredet werden, wenn die relative 
Menge des Cholins in der menschlichen Plazenta wesentlich héher 
ist als die in anderen Organen des Menschen. Nun sind zuver- 
lassige Untersuchungen iiber den Cholingehalt frischer mensch- 
licher Organe unseres Wissens nicht angestellt. Es diirfte auch 
wohl schwer sein, solche Organe geniigend schnell zur Verarbeitung 
zu bekommen. Um seine ,,Stapelungstheorie“ zu stiitzen, hat 
Sievers den Cholingehalt einer Plazenta verglichen mit dem 
Cholingehalt einer Rindernebenniere') und eines Schweineovars.’)’) 
Ks sind in einem Schweineovar 0,07 mg, in einer Rinderneben- 
niere 3mg Cholin nachgewiesen. Dadurch, daB in der Plazenta 
643 mal soviel Cholin wie in einem Schweineovarium und 15 mal 
soviel wie in einer Nebenniere des Rindes vorhanden ist“, ist 
jedoch noch nicht eine Stapelung des Cholins in der menschlichen 
Plazenta bewiesen! Dazu miBte doch wohl zum mindesten das 
absolute Gewicht der betreffenden Organe mit beriicksichtigt 
werden, so daB der prozentuale Gehalt an Cholin in den ver- 
schiedenen Organen verglichen werden kann! — Wiinschenswert 


') Lohmann, Physiol. Zbl. Bd. 21, S. 139 (1907). 

*) Fléssner, Zs. Biol. Bd. 86, S. 1 (1927). 

8) Sievers zitiert auch noch das Analysenergebnis eines Gehirns 
(Shimizu, Biochem. Zs. Bd. 116, S. 253 (1921)]. Diese von Sievers ange- 
gebene Literaturstelle konnte von uns nicht aufgefunden werden. 
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scheint es, auBer Ovar und Nebenniere auch noch andere Organe 


zum Vergleich heranzuziehen. Erstaunlicherweise lehnt aber 


Sievers die unserer Meinung nach recht exakten — im Wiener 
physivlogischen Institut unter Leitung von O.v. Firth ange- 
stellten — Untersuchungen Kinoshitas’) ab, u.a. mit der (iibrigens 
irrigen!) Begriindung, daB das Cholin von Kinoshita nicht als 
Chloroaurat zur Analyse gebracht sei. Nach Kinoshitas Fest- 
stellungen enthalten: 


| kg Rindermilz . . . . etwa 150 mg Cholin 
1, Rinderpankreas  . . . 200 ,, - 

1 Rinderlunge. . . . , ew - 
1, Rindermuskel . . . ,, 200 ,, m 

1 ,, Rinderniere. . . . s ea 

1 Rinderdiinndarm . . i a a 


99 


Diese Organe zeigen also einen héheren Cholingehalt als die 
menschliche Plazenta (Sievers: 90 mg; wir: 185 mg Cholin 
pro kg). — Weiterhin erscheint es uns sehr bedenklich, die fiir 
die Organe vom Tier gefundenen Werte mit denen der 
Plazenta vom Menschen zu vergleichen. Erlaubt ist es doch 
wohl nur, den Cholingehalt der Plazenten mit dem der Organe 
derselben Tierart zu vergleichen! — Cholinanalysen von Rinder- 
organen sind von Kinoshita gemacht und von uns auf ihre Zu- 
verlissigkeit nachgepriift worden. Uber den Cholingehalt der 
Rinderplazenta war jedoch bisher noch nichts bekannt. Wir haben, 
um den Vergleich zwischen Rinderplazenta und Rinderorganen 
zu erméglichen, erstere auf ihren Cholingehalt untersucht mit 
dem Ergebnis, daB sich in 1 kg frischem Plazentargewebe der 
Kuh durchschnittlich nur 114 mg Cholin finden. Somit ist von 
einer ,,Stapelung“ des Cholins in der Plazenta gegeniiber den 
anderen Organen, wenigstens beim Rinde, keine Rede! — Der 
prozentuale Cholingehalt in den Plazenten von Mensch und Rind 
ist zwar nicht ganz gleich, aber immerhin von derselben GréBen- 
ordnung (185 bzw. 114 mg). Auf Grund dieser Verhiltnisse ist 
es aber nicht erlaubt, die Cholinmengen in analogen anderen 
Organen bei Mensch und Rind als gleich anzunehmen. Also ist es 
auch nicht statthaft, aus Vergleichen der Cholinmengen der mensch- 
lichen Plazenten mit denen in tierischen Organen Riickschliisse 
aut eine ,Stapelung* in der menschlichen Plazenta zu ziehen. 
Wiihrend es uns also zur Klirung der ,,Stapelungstheorie“ 


1) Pfliigers Arch. Bd. 132, 8S. 607 (1910). Wir haben die Ergebnisse 
Kinoshitas durch die Analyse einer Rinderniere nachgepriift. Wir fanden 
einen der GréBenordnung nach passenden Wert fiir die Cholinmenge. 
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enigstens beim Menschen noch an exakten Daten fehlt, konnten 
wir hingegen einiges Material zu der ,,AuspreBbungstheorie“ sam- 
yeln, das uns ziemlich einwandfrei scheint. Von vornherein war 
sus die Ansicht Sievers, dab .die Plazenta bereits durch die 
orste Wehe wie ein Schwamm ausgepreBt“ werden miisse, hin- 
jchtlich des physikalischen Mechanismus unvorstellbar. — Wir 
saben eine Anzahl reifer Plazenten untersucht, die durch Kaiser- 
<hnitt gewonnen waren, und die z. IT. von gar keinen, z. T. von 
ingen ganz schwachen Wehen betroffen waren. Der Cholin- 


‘vehalt dieser Plazenten war ganz der gleiche wie der 


sormaler spontan geborener Plazenten: Ks fanden sich durch- 
schnittlich 101mg Cholin pro Plazenta von 560g Frischgewicht, 
ih. 180 mg Cholin in 1 kg frischem Organ. (Bei normalen 
Plazenten 185 mg s.o.) Von einer Auspressung des Cholins 
sann danach keine Rede sein, es miiBte denn die sehr gezwungene 
Annahme gemacht werden, daB wahrend der Wehen aus irgend- 
velchen Stoffen neues Cholin in der Plazenta entstinde! 

Nicht ohne Interesse ist die Feststellung, daB Blut von hoch- 
c<hwangeren und solches von kreiBenden Frauen (durch Venen- 
punktion entnommen) sich als frei von Cholin erwies, jedenfalls 
» kleine Mengen enthielt, daB der Nachweis mit der von uns 
viibten Methode versagte. DaB normales Blut kein Cholin, oder 


hur sehr geringe Mengen, enthilt, ist bekannt.') Auch in einem 


wihrend der Wehen exstirpierten Uterus (Porro-Operation) wurde 
sein Cholin gefunden. Dies steht vielleicht in Ubereinstimmung 
nit der Ansicht anderer Forscher, nach der in den Kreislauf ge- 


vrachtes Cholin sehr schnell verschwindet.”) Wenn wirklich Cholin 
wf irgendeine Weise (jedenfalls aber nicht aus der Plazenta) mit 


2m Blutstrom in den Uterus gelangt, um dort die Wehentitigkeit 


1 beeinflussen, so wire es denkbar, daB es in dem stark durch- 


cuteten Organ bald wieder zum Verschwinden gebracht wird. 
Fiir die bisher geschilderten Verhiltnisse glauben wir durch 


|Joppelanalysen und durch Heranziehen mehrerer gleichartiger 
‘ille geniigendes und zuverlissiges Material beigebracht zu haben. 
welder stand uns nur ein einziges Objekt fiir die im folgenden 


| schildernde Beobachtung zur Verfiigung. Immerhin mdchten 


) O. v. Fiirth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. Bd. 1, 5. 113 (1928). 


Bei F.C. W. Vogel). 


7) Bohm, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 19, S. 89 (1585); Ellinger, 
nch. med. Wochensehr. Bd. 49, 8. 2336 (1914); Guggenheiin und Lotfler, 
‘h. Ztsechr. Bd. 74, S. 209 (1916). 
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wir das Resultat dieser Untersuchung anfiihren, nicht aus de, 
Gesichtspunkt heraus, daB es zu irgendwelchen SchluBfolgerunge: 
benutzt werden sollte, sondern hauptsichlich aus dem, daB analov: 
seltene Fille den Kliniker veranlassen sollten, das Material — qj. 
Plazenta — einem geeigneten Untersucher zuzufiihren. — f; 
handelte sich um eine Frau, bei der es in friiheren Graviditiite: 
zu einer Ubertragung der Frucht iiber den normalen Geburtsterm:: 
hinaus gekommen war. Da das letzte Kind infolge dieser Ver. 
hiltnisse tot geboren war, wurde jetzt am Ende der normale; 
Schwangerschaftszeit das lebende Kind durch Kaiserschnitt en:. 
bunden, nachdem durch Einfiihrung eines Metreurynters vergeblic) 
versucht worden war, Wehen, bzw. eine Spontangeburt zu erzieley, 
Die Plazenta vom Frischgewicht 590 g lieferte nur 55 mg Choliy, 
also nicht unwesentlich weniger als andere von uns untersuchte 
Plazenten! Es wire in weiteren Fillen dieser Art zu priifen, 0} 
bei derartig typischem Wehenmangel der Cholingehalt der Plazenta 


und somit wahrscheinlich auch der der anderen Organe (die aller. & 


dings der Untersuchung kaum zugiinglich sein werden) regelmiibiz 
verringert ist. 
Experimenteller Teil. 
Methode der Cholinbestimmung. 

Die Plazenten (bzw. andere Organe) werden sofort nach de: 
Gewinnung von Blutresten, Kihiuten und Nabelschnur befreit, ge- 
wogen und, um Zersetzungen zu vermeiden, mit 95°/,igem Alkoho. 
iibergossen und méglichst sogleich der Bearbeitung zugefiihrt. 

Die Plazenta wird mit Hilfe der Fleischmaschine zermahlen: 
die alkoholhaltige Flissigkeit wird im Vakuum vom Alkohol be- 
freit. Der Gewebsbrei und der Destillationsriickstand werden 11 
das doppelte Gewicht (meist etwa 1 Liter) kochendes Wasser unter 
Riihren eingetragen und 2 Minuten aufgekocht. Durch Zusatz 
verdiinnter Kssigsiure wird dafiir gesorgt, daB die Reaktion gerade 
lakmussauer ist. Nachdem die Fliissigkeit nach dem Ansiiueru 
noch weitere 3 Minuten gekocht hat, li8t man abkiihlen. Nach 
einigen Stunden wird durch eine grobe Filternutsche abgesaugt. 
der Riickstand wird ausgepreBt und noch 2mal mit je 100 ccm 
Wasser durchgeriihrt. Die vereinigten Filtrate werden zur volligen 
Klarung durch eine auf das Saugtilter gebrachte diinne Kieselgur- 
schicht gesaugt. Das klare Filtrat wird nun unter Zusatz vou 
einigen ccm Paraffinél im Vakuum auf etwa 50 ccm eingedamp* 
(Tritt bei diesem Kindampfen sehr starkes Schiiumen auf, ws 
namentlich bei der Verarbeitung von Blut beobachtet wurde, * 
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macht man die Lésung mit Soda schwach alkalisch, bewahrt 
einige Stunden im Eisschrank auf, filtriert dann durch Kieselgur 
und sduert mit Kssigsiure wieder schwach an.) Der Riickstand 
wird im Kolben erhitzt und mit 300 ccm kochendem, 95°/,igem 
Alkohol durchgeschiittelt, dann wird filtriert. Der Filterriickstand 
wird noch 2 mal im Destillierkolben mit je 100ccm 95°/, igem Alkohol 
ausgekocht. Die alkoholischen Filtrate werden iiber Nacht in den 
Kisschrank gestellt, dann filtriert. Dabei wird der Filterriickstand 
wieder griindlich mit Alkohol ausgewaschen. Das alkoholische 
Filtrat wird im Vakuum zum Sirup eingedampft und mit 300 ccm 
kochendem 95°/,igem Alkohol verriihrt. Nach 10 Stunden Stehen 
in der Kalte filtriert man und wischt mit Alkohol nach. 

Das Filtrat wird im Vakuum auf 50 ccm eingedampft und 
heiB mit 50 ccm einer heiB gesittigten alkoholischen Sublimat- 
lisung versetzt. Nach 24 stiindigem Stehen in der Kilte wird 
der Quecksilberchloridniederschlag, der das Cholin neben allerhand 
Verunreinigungen enthilt, abgesaugt, und mit einer alkoholischen 
uecksilberchloridlésung nachgewaschen. Den ausgewaschenen 
Riickstand kocht man nun 3mal mit je 50 ccm Wasser aus, wobei 
das Quecksilberdoppelsalz des Cholins in Lésung geht. Das beim 
Abkithlen etwas getriibte Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, durch Filtrieren vom Quecksilbersulfid befreit, und im 
Vakuum auf etwa 5 ccm eingedampft. Diese Lésung wird (unter 
sorgfaltigem Nachspiilen mit wenig Wasser) durch ein ganz kleines, 
mit Kieselgur beschicktes Filterchen gesaugt. Es wird nun 1 ccm 
)0°/, ige Goldchloridlésung zugesetzt. Dabei fallt Cholinchloroaurat 
krystallin aus. Die Krystalle werden abgesaugt, mit wenig eiskalter 
verdiinnter Salzsiure gewaschen und im Vakuumexsiccator ge- 
trocknet. Die goldchloridhaltige Mutterlauge wird im Vakuum- 
exsiccator tiber Stangenkali und konzentrierter Schwefelsiure fast 
bis zur Trockne gebracht. Dann werden etwa 2 ccm Wasser zu- 
gesetzt, durch vorsichtiges Erwirmen wird der Niederschlag in 
Lisung gebracht. Beim Abkiihlen krystallisiert die 2. Portion 
des Cholinchloroaurats aus, das nach dem Trocknen mit der Haupt- 
traktion gewogen wird. 

Von simtlichen Chloroauraten wurden Goldanalysen gemacht. 
Auberdem wurde die Reinheit des Chloroaurats durch den 
Schmelzpunkt kontrolliert, der beim Cholinchloroaurat allerdings 
bekanntlich etwas wechselnd ist.?) 

1) Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch d. physiolog. und 
pathol.-chemischen Analyse, S. 196 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIII. 3 
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I. Untersuchung normaler Plazenten. 

1. Fall G. Normale Spontangeburt, kriiftige Wehen. Frischgewicht 
der Plazenta 550 g. Erhalten 0,250 g Chloroaurat vom Schmelzp. 268°. Dies 
entspricht 68 mg freiem Cholin. 

15,747 mg Chloroaurat gaben 6,963 mg Au. 

C,H,,NOAuCl, (443,1) Ber. 44,50°), Au Gef. 44,22°/, Au. 

2. Fall H. Normale Spontangeburt, sehr kriftige Wehen. Frisch. 
gewicht der Plazenta 420g. Erhalten 0,374 g Chloroaurat vom Schmelzp. 261°, 
Dies entspricht 102 mg freiem Cholin. 

6,292 mg Chloroaurat gaben 2,794 mg Au. 

Gef. 44,41°/, Au. 

3. Fall S. Normale Spontangeburt mit normalen Wehen. Frischgewicht 
der Plazenta 445 g. Erhalten 0,270 g Chloroaurat vom Schmelzp. 264°. 
Dies entspricht 74 mg freiem Cholin. 

6,749 mg Chloroaurat gaben 2,992 mg Au. 

Gef. 44,33°/, Au. 

4, Fall K. Normale Spontangeburt mit normalen Wehen. Frisch. 
gewicht der Plazenta 500g. Erhalten 0,325 g Chloroaurat vom Schmelz- 
punkt 257°. Dies entspricht 89 mg freiem Cholin. 

6,702 mg Chloroaurat gaben 2,990 mg Au. 

Gef. 44,60°/, Au. 

5. Fall G. Normale Spontangeburt mit normalen Wehen.  Frisch- 
gewicht der Plazenta 440 g. Erhalten 0,315 g Chloroaurat vom Schmelz. 
punkt 258°. Dies entspricht 86 mg freiem Cholin. 

8,592 mg Chloroaurat gaben 3,798 mg Au. 

Gef. 44,21°/, Au. 

6. Fall S. Normale Spontangeburt mit kraftigen Wehen.  Frisch- 
poner der Plazenta 425 g. Erhalten 0,288 g Chloroaurat vom Schmelz: 
punkt 254°. Dies entspricht 79 mg freiem Cholin. 

12,494 mg Chloroaurat gaben 5,527 mg Au. 

Gef. 44,25°/, Au. 

7. Fall V. Normaie Spontangeburt, kriiftige Wehen. Frischgewicht 
der Plazenta 320 g. Erhalten 0,282 g Chloroaurat vom Schmelzp. 272". 
Dies satagesile 77 mg freiem Cholin. 

15,180 mg Chloraurat gaben 6,640 mg Au. 

Gef. 43,74°/) Au. 


Unter Zugrundelegung dieser Analysen ergibt sich im 
Durchschnitt pro Plazenta von 443 g Gewicht ein Gehalt von 
82 mg freiem Cholin, d.h. pro kg frisches Organ 185 mg Cholin. 


II, Untersuchung anormaler Plazenten. 


1. Fall Dass. Gravid. X. mens. Plazenta praevia. Vor Ejntritt der 
Wehen wegen Blutung Kaiserschnitt. Frischgewicht der Plazenta 530 ¢. 
Die Plazenta wurde in zwei gleichen Portionen aufgearbeitet. 1. Portion 
gab 180 mg Chloroaurat vom Schmelzp. 269°; 2. Portion gab 178 mg Chloro- 
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,urat vom Schmelzp. 268°, zusammen also 358 mg Chloroaurat. Diese Menge 
entspricht 98 mg freiem Cholin. 
I. 5,038 mg Chloroaurat gaben 2,237 mg Au. 
Il. 6,061 ,, ” ~ oer. 
Gef. 44,34°,, Au und 44,50°/, Au. 
2. Fall Grabl. Gravid. X. mens. Ganz wenige Wehen; wegen Blutung 


$9 


| Kaiserschnitt. Frisehgewicht der Plazenta 630 g. Erhalten 0,375 g Chloro- 


aurat vom Schmelzp. 273°. Dies entspricht 102 mg freiem Cholin. 
5,302 mg Chloroaurat gaben 2,360 mg Au. 
Gef. 44,51°,, Au. 

3. Fall Rab. Gravid. IX. mens. Schwangerschaftstoxikose. Keine 
Wehen. Kaiserschnitt. Frischgewicht der Plazenta 520 g. Erhalten 0,370 g 
Chloroaurat vom Sehmelzp. 265°. Dies entspricht 101 mg freiem Cholin. 

6,490 mg Chloroaurat gaben 2,870 mg Au. 

Gef. 44,22°/, Au. 

Bei diesen Untersuchungen findet sich also im Durchschnitt 

ro Plazenta von 560 g Gewicht 101 mg Cholin, d.h. pro kg 
'crisches Organ 180 mg Cholin. 

4. Fall Arn (s. S. 128). Gravid. X. mens. Auf Grund friiherer Beob- 
htungen Gefahr der Ubertragung. Deshalb Kaiserschnitt, keine Wehen. 
rrischgewicht der Plazenta 590g. Erhalten 0,200g Chloroaurat vom Schmelz- 
cunkt 262°. Dies entspricht 55 mg freiem Cholin, d.h. in 1 kg frischem 
gan finden sich 93 mg Cholin. 

9,977 mg Chloroaurat gaben 4,420 mg Au. 

Gef. 44,30°, Au. 


III. Untersuchung von Rinderplazenten. 

Aus den Nachgeburten (verarbeitet wurden 3 Stiick) werden 

fort nach der AusstoBung die zahlreichen kleinen Plazenten 

serausgeschilt. Diese werden mit der Maschine zerkleinert, von 

lem gut durchgemischten (sewebsbrei wird 1 kg mit 1 Liter 

‘)°/,igem Alkohol durchgeriihrt. Bei der einige Tage spiiter 

‘“orgenommenen Aufarbeitung wird coliert und stark abgepreBt. 

Jie alkoholhaltige Fliissigkeit wird im Vakuum vom Alkohol be- 

} veit, der Destillationsriickstand mitsamt dem ausgepreBten Plazentar- 

zewebe und dem Coliertuch ausgekocht wie oben angegeben. 

i. Eine Menge, die 500g frischem Plazentargewebe entspricht, gibt 

--3g Chloroaurat vom Schmelzp. 268°. Dies entspricht 77mg freiem Cholin. 
9,495 mg Chloroaurat gaben 4,170 mg Au. 
Gef. 43,92°/, Au. 

2, Eine Menge, die 500 g frischem Plazentargewebe entspricht, gibt 

g Chloroaurat vom Schmelzp. 259°. Dies entspricht 43 mg freiem Cholin. 
5,937 mg Chloroaurat gaben 2,631 mg Au. 
Gef. 44,32°/, Au. 


y4 
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3. Eine gleiche Menge gibt 0,179 g Chloroaurat vom Schmelzp. 25: 
Dies entspricht 50 mg freiem Cholin. 
4,241 mg Chloroaurat gaben 1,878 mg Au. 
Gef. 44,28°/, Au. 
Danach findet sich durchschnittlich in 1 kg frischem Plazentar. 
gewebe der Kuh 114 mg Cholin. 


IV. Kontrollanalysen. 

Zur Kontrolle der von Kinoshita in Rinderorganen bestimmt, 
Cholinmengen wurde von uns eine Rinderniere aufgearbeitet. 495 g Organ 
gaben 0,986 g Chloroaurat vom Schmelzp. 258°. Wies entspricht 269 my 
freiem Cholin. 

5,976 mg Chloroaurat gaben 2,643 mg Au. 

Gef. 44,24°/, Au. 

In 1 kg Rindernierengewebe sind danach 540 mg Cholin ent- 
halten, also mehr als Kinoshita gefunden hatte. Immerhi 
paBbt dies Ergebnis der GréBenordnung nach einigermaBen zu den 
von Kinoshita gefundenen Werten. In dieser GréBenordnung 
wechselnde Mengen wurden ja auch von uns in den menschlichen 


Plazenten gefunden. 

Wie oben erwihnt, gab Blut von nichtschwangeren, hochschwangeren 
und von kreiBenden Frauen kein Cholin. Die zur Aufarbeitung benutzten 
Mengen waren je 500g. Sie wurden von verschiedenen Frauen gewonnen. 
Bei der Aufarbeitung konnte mit Goldchlorid ein wagbarer Niederschlag 
nicht erhalten werden. — Aus 500g Blut, das mit 105 mg Cholinchlorid 
entsprechend 91,1 mg freiem Cholin, versetzt war, lieBen sich 0,275 mz 
Chloroaurat vom Schmelzp. 258° isolieren. 

4,767 mg Chloroaurat gaben 2,117 mg Au. 

Gef. 44,41°/, Au. 

Diese 0,275 g Chloroaurat entsprechen 75,1 mg freiem Cholin, d. bh. 
82,5°/, der zugesetzten Menge. — Eine Wiederholung des Versuches mit 
der Abiinderung, daB das Blut mit dem Cholin 5 Stunden bei 40° vor der 
Verarbeitung aufbewahrt wurde, fiihrte zu dem Ergebnis, daB 80"), de: 
freien Cholivs wiedergewonnen wurden. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Justus Liebig-Gesellschaft danken wir fiir Mittel, die zur Durch: 
fibhrung der Arbeit benédtigt wurden. — Besonders méchten wir 
nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. Hoehne (Universitats-Frauenklinik 
Greifswald) fiir seine Anregungen und seine Hilfe unseren [Dank 
auszusprechen. Er wies sehr richtig im klinischen Kolleg wieder: 
holt auf die Schwierigkeiten der ganzen Cholinfrage hin unc 
regte dadurch den einen von uns an, die vorstehende Untersuchun 
aufzunehmen; auch stellte er uns den gréBten Teil des be: 
notigten Materials zur Verfiigung. 
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III. Mitteilung.') 


Der Parallelismus zwischen der nach dem Verschwinden des 
Substrats und der Zunahme der Carboxylgruppen bestimmten 
Aktivitat der Pepsinpraparate. 

Von 
A. N. Adowa und I. A. Smorodinzew. 


Mit © Figuren im Text. 





‘Aus dem Laboratorium ffir biologische Chemie der 2. Moskauer Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Mai 1929.) 


¥ 


In den vorigen Mitteilungen’) stellten wir fest, dab in einer 
Reihe von Pepsinpriparaten, die nach der fallenden caseinoklasti- 
schen Kraft wie auch nach ihren physikochemischen Kigenschaften 
eingeordnet worden sind, die Reihenfolge auch nach ihrer Akti- 
vitat in bezug auf die Verdauung von Edestin, Gelatine, Kier- 
und MuskeleiweiB beibehalten wird. In der vorliegenden Arbeit 
konnten wir beweisen, da es einen volligen Parallelismus der 
Aktivitat der Praparate gibt unabhingig davon, ob diese nach 
dem Verschwinden des Substrats oder nach der Entstehung der 
Verdauungsprodukte bestimmt wird. Als Methode, die es mit 
Leichtigkeit erlaubt, die Entstehung der KiweiBverdauungsprodukte 
zu verfolgen, wahlten wir das Verfahren der alkoholischen Titra- 
ton der Carboxylgruppen nach Willstatter.’%) 


1) II. Mitteilung: I. A. Smorodinzew u. A. N. Adowa, Diese Zs. 
Bd. 182, S. 1 (1929). 

2) 1. A. Smorodinzew u. A. N. Adowa, Diese Zs. Bd. 177, 8. 192 
i928): Bd. 182, S. 1 (1929). 

3) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54 
». 2988 (1921); Diese Zs. Bd. 132, 8. 181 (1924). 
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Bereits in den vorigen Mitteilungen’) wiesen wir darauf hin, da® dj 
Aktivitiit der Pepsinpriiparate in starkem Mae durch die Wasserstoffionen. 
konzentration des Milieus beeinfluBt wird. Deshalb bemiihten wir uns, be: 
Vergleichung der Verdauungskraft der zu verschiedenen Gruppen yg». 
hérenden Pepsine vor allem eine gleiche Wasserstoffionenkonzentration de; 
Verdauungsgemische einzustellen. Da _ verschiedene Pepsinpraparate un- 
gleiche Salzsiiuremengen bei ihrer Lésung binden, so muBten wir in eine; 
Reihe von Vorversuchen fiir jedes Ferment diejenige Menge Salzsiure be- 
stimmen, welche dazu notwendig war, um nach Versetzung mit dem Sub- 
strat in der Losung ungefihr eine gleiche Wasserstoffionenkonzentration 
zu erzielen. Beim Zusammenbringen der Ferment- mit der Caseinlisung 
wird das p;; immer nach der alkalischen Seite verschoben und zwar desty 
stirker je aktiver das Priiparat ist. So muBten wir um das py des Ge. 
misches in das Bereich der fiir die Pepsinverdauung des Caseins optimale: 
Wasserstoffionenkonzentration (p;, = 1,47) zu verschieben, das_ Priipara: 
Nr. 2 in 0,60—0,65 °/,iger Salzsiiure lésen, wiihrend fiir die schwachen uné 
mittelstarken Priparate 0,40—0.48 °/,ige, d. h. um 25—30°/, schwichere 
Salzsiiure ausreichte. AuBerdem muBte der Umstand beriicksichtigt werden. 
da8 im Laufe des eigentlichen Verdauungsprozesses das py je nach de: 
Wirksamkeit des Priparats ebenfalls verschiedenartig verschoben wurde 
(vgl. Tab. I). 

Nach der Feststellung der Bedingungen der Einstellung ein- 
heitlichen p,, in den Liésungen von Pepsinpriiparaten verschiedener 
Gruppen wurden Versuche der Caseinverdauung ausgefiihrt. ks 
wurde ein Gemisch aus gleichen Teilen 5°/,igen Caseins in 
0,03n-NaOH und 1°/,iger Liésung des betreffenden Pepsin- 
priparats angefertigt und in diesem sofort die Wasserstoffionen- 
konzentration elektrometrisch mittels der Chinhydronelektrode 
wie auch der Gehalt an Carboxylgruppen nach Willstatte: 


bestimmt. 

Auf der analytischen Waage wurde ein 200 ccm fassender Kolben mit 
10 cem des Unterbrechers (0,1 n-KOH-Lésung) gewogen (Genauigkeit bi- 
0,01), darauf kamen in den Kolben 10 ccm des Verdauungsgemisches und 
derselbe wurde wieder gewogen, dann wurden 40 cem 96°/, Alkohol und 
2cem 1°),iger alkoholischer Thymolphthaleinlésung Lednerngpottiget und eine 
Titration mit alkoholischer 0,1 n-KOH-Lésung ausgefiihrt (1. Titration: 
nach Hinzufiigung von 140 cem kochenden Alkohols wurde die Titration 
bis zu schwach blaugriinlicher Farbe fortgesetzt (2. Titration). Darau' 
wurde das Gemisch im Brutschrank bei 38° verdaut und nach Verlauf vou 
48 bzw. 96 Stunden dieselbe Titrationsprozedur ausgefiihrt. Die Menge der 
verbrauchten 0,1 n-KOH-Lisung wurde pro 10 ¢ Gemisch berechnet. Iu 
den Tabellen sind nur die Zahlen der cem 0,1 n-KOH angefihrt, die de 
Gesamtmenge der Siuregruppen im Gemisch entsprechen. 


> ik, Smo rodinzew u. A.N. Adowa, Diese Zs. Bd. 177, 5. 19- 
1928); Bd. 182, S. 1 (1929). 
2) L. bitehewtte u. A. Mendelssohn, Biochem. Zs. Bd, 65, S. 1 (1914) 
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Tabelle I. 


Verschiebung des py bei Versetzung gleicher Teile 5 °/,iger Caseinlisung') 
Dy = 7,42 und 1 °/,iger Fermentlésung von wechselnder Wasserstoffionen- 











konzentration. 
Nr. des HCI-Kon- Pu der Pu des 
, : zentration - “ Gemisches Differenz 
Ferments in °/, ermentlésung as 
Versuch 1, 
2 0,65 0,96, 1,48, +0,52 
21 0,57 0,96, 1,53, +0,57, 
0,50 0,96, 1,46, +0,50, 
6 0,52 1,00 1,46, + 0,46, 
22 0,52 0,96, 1,46, +0,50, 
Versuch 2, 
2 0,60 0,91, 1,43, +0,52 
21 0,55 0,91, 1,39, +0,48, 
3 0,48 0,84, 1,32, +0,48. 
6 0,51 0,96, 1,36, +0,49, 
22 0,52 0,98, 1,31, +0,33 
Versuch 3. 
22 0,40*) 1,20, 1,67, +0,46, 
21 0,50 0,87, 1,55, +0,67, 
Versuch 4. 
2 0,60 0,93 1,34, + 0,40, 
21 0,48 0,94, 1,58, +0,64, 
3 0,45 0,99, 1,46, +0,46, 
6 0,48 0,98, 1,53, 40,55, 
22 0,48 0,98, 1,46, +0,48, 






































*) Neue Salzsiureloésung. 


Aus Tab. If und III wie auch aus der Kurve Nr. 1 folgt, daB die 
Gremische des Caseins mit verschiedenen Fermenten vor der Verdauung 
fast gleiche py; besaBen. Nach der Verdauung von 44 Stunden deutet sich 
eine Verschiebung des py nach der alkalischen Seite in siimtlichen Priiparaten 
an mit Ausnahme des schwiichsten Nr. 22, wo die aktuelle Reaktion bei- 
uahe unveriindert blieb. Ungeachtet dessen, daB in den Gemischen mit 
‘tirkeren Priiparaten eine gréBere Verschiebung des p,,; nach der alkalischen 


) Anfertigung des Caseins: 5 g Casein wurden in 36 cem 0,1 n-NaQH 
unter Erwiirmung geliést, darauf wurde die Lisung mit Wasser bis auf 
100 cem gebracht; p,, der Caseinlésung erwies sich bei elektrometrischer 
Bestimmung gleich: 7,30,—7,42—T7,46,. 
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Seite vom Optimum stattfand, erwies sich die Zunahme der Carboxylgruppen 
bei diesen hédher als bei den schwachen Priiparaten, wo die H’- Konzen. 
tration niher zum Optimum der Einwirkung des Pepsins auf das Casein 
lag. Auf Tab. IV sind die Angaben der Zunahme der Carboxylgruppen in 
3 Versuchen mit Casein angefiihrt. Diese Tabelle und die Kurve Nr. 2 
zeigen, daB die Fermente nach der Zunahme der Carboxylgruppen sich in 
dieselben 3 Gruppen gliedern, die wir auf Grund ihrer nach Gross be 
stimmten Aktivitét aufstellen konnten. Die kleine Umstellung, die in Ver. 
such Nr. 5 angedeutet wird, findet darin ihre Erklirung, daB in diesem 
Fall bei Lésung des Pepsins Nr. 2 eine unzureichende Salzsiuremenge ge- 
nommen wurde; das Priiparat Nr. 2 ist sehr reich an saéurebindenden NH,,- 
Gruppen, weshalb im Gemisch zu wenig HCl verblieb als es zur Verdauung 
des Eiweibes entsprechend der Stirke dieses Praparates notwendig war. 


Tabelle II. 





Vor der Verdauung]| Nach 44stiindiger Verdauung 





Nr. des Po des 0,1n-KOH- | p,;, des | 0,1 n-KOH- |Zunahme der 














Wiseenenite Ver- Lésung Ver- Lésung 0,1 n-KOH- 
dauungs-| in ccm pro |dauungs- in cem pro Loésung 
gemisches 10g Gemisch|gemisches 10g Gemiseh| in cem 

im 
Versuch 5. 
I. Gruppe | 
2 1,55, | 13,10 181, | 14,62 + 1,52 
21 1,62, 11,04 7%, | 27 +1.73 
| | 
II. Gruppe | | | 
8 1,57, | 9,13 1,74, | 1039 | +1,26 
III. Gruppe | ! 
6 1,53, 9,67 164, | 11,11 +1,44 
22 58, 9,51 1,53, 10,61 +1,10 
Versuch 6, 
I. Gruppe | 
21 1,72, 9,60 1,84, 11,89 | +42,29 
III. Gruppe 
6 1,64, 9,08 1,69, 10,38 = | = +1,30 








Die angefiihrten Angaben sprechen mit geniigender Be- 
stimmtheit dafiir, daB die Methode der Titration der Carboxyl- 
gruppen im Laufe der Verdauung dieselben Resultate ergab, wie 
siimtliche andere von uns zur Bestimmung der proteoklastischen 
Kraft von Pepsinpriiparaten angewandten Methoden, die auf der 





Verdauung 


sr 


cle 


Nach 


F Vor der Verdauung | 


Salzsiiure 



























































PL'T | LUI | — | OLT OF ae 
26° | oe‘! | O¢'I rF I 08 9 
| addnigy ‘[ I] 
ee ‘ as 
oF $6'1 gril | sa 93° 08 g 
” addniy ‘TI 
EL'Z | SZ 62S Lil 0ZE 1z 
$2'S | SF's — aan O83 rd 
| addnay ‘| 
yonsid\ *L yonsaaA “9 YOUsIaA *C 
uspunys 96 | UopuNyg eF uapunj}g FF uspunys FF 
nae ensentetenenntintr etna SSO1xX) YORVUN : ; 
asa . S}UIUIIO 
S UOA OJNV'T UT YUBAYOSNIG, WI J[VYJUINW you 
5 yosiuay) 3 OT ord Sunsoy-FFOY-U 1‘O Woo Jop suyeunz Jap youn sop “IN 
3 JJVIY OYISIZSVL[YOuUTIsSVg 
x ‘ a Te a ee Ce lia 
= 
£ "AT 911992 
s yL't | 1¢‘0 PSOT | “BF LIST + LZ‘O1 °LG‘T 016 *oFT 3c'0 yd 
c 361 | ZrO THIET =| = %09'T oct + 69°OL "69°T 616 ‘OFT 3o0 9 
a | | eddnwy yy] 
| eet | ¢F0 osor | *e9'T gF T+ CHOI "‘s5°t 16'8 89F'T oso ¢ 
3 | eddnixy *]] 
b 612 | 09'0 LOGI 'S8°T e'e+ beat) SLT B01 16°] Le‘ 12 
5 38 cL‘o Gg*cT *OL'T SFo+ O6FT | PLT oS "SFT c9‘0 rs 
| | eddnixy ‘] 
° *) Yonsi9A 
‘pig 96 ‘PIS 8F | Yosturoxy ‘soyostuad woo ur | yastuax) |saqostmed yostuiay) lsoyostura3 3 - 
ul ul 301 oid | -ssannep Sunsoyy | S07 oad | -sSunnep] 3 0, oad | -sSunnep cai 
Wd0 UT | -ADA -HOM-UTO | woo ut | -AdA wuidd ur | -aa qf *FUOUTAB,T Jap s}u0ULI07 
ulnd ul ZansoyT | HOW-uULo!) sop 'd jasp omysunz FOY-u 10; sop 'd | HOM-utT‘o sep Md ur UOTRRY : 
“HOM-" TO udpUNnys 96 Yoru UuspUuNn ys sF Yoru “udZU0OY¥ a 
sop suUIyRUN?: - > ee SUNNKRPII { Top LOA INVES ZUG 
SPULTUTL ES BD Bed, AQP? tpows i 


138 A. N. Adowa und I. A. Smorodinzew, 


Bestimmung der abgenommenen Menge des Substrats (Casein, 
Edestin, Gelatine, Eier- und Muskeleiweib) becuhen. Es erwies 
sich dabei ebenfalls, da8 nach ihrer Aktivitét das Praparat Nr, 2 
die erste Stelle, Nr. 22 die letzte Stelle, und die itibrigen Priiparate 
die Zwischenstellen einnahmen (Kurve 2). Es ist auch von Interesse 
da8 bei simtlichen Priparaten das p,, des Verdauungsgemisches 
im Laufe der ersten 48 Stunden um so stiirker nach der alka. 
lischen Seite verschoben wurde, je aktiver das Praparat war. Im 
Laufe der folgenden 48 Stunden wurde die Verschiebung des p, 
nach der alkalischen Seite bei den starken Priaparaten (Nr. ? 
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Stunden Stunden 


Fig. 1. Verschiebungen des pyy des Gemisches Fig. 2. Zunahme der Carboxylgruppen ix 
im Laufe der Caseinverdauung. Laufe der Caseinverdauung in ccm 0,1 n-K0: 


und Nr. 21) fortgesetzt, obgleich in viel schwiicherem Grade als 
am Antange, wihrend bei den mittelstarken und wenig aktiver 
Priiparaten die Wasserstoffionenkonzentration des Gemisches 
wieder héher wurde und fast zum Ausgangspunkt (wie vor de: 
Verdauung) zuriickkehrte (Kurve 1). In siimtlichen Fallen komm« 
es mit dem Fortschritt der Verdauung zu einer Verlangsamun¢ 
derselben, ihr Verlaut scheint bei den starken und schwacher 
Praparaten ungleichartig zu sein (Kurve 1). 

Aus Tab. V ist ersichtlich, daB die Geschwindigkeit de: 
Caseinverdauung durch die Fermente simtlicher 3 Gruppen dev 
Gesetze von Schiitz-Borissow folgt: fir die Priiparate de: 
I. Gruppe erweist sich A fast zweimal so gro wie fiir die Pepsin- 


>\ 


priparate der III. Gruppe (Kurve 2). 
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3ein, Tabelle V. 

w1es ee oe = 

rr. 9 Dauer Zunahme der 

rate Nr. des der verbrauchten ne K, = x 
asge Ferments | Verdauung 0,1 n-KOH- yt 

thes Stunden | Loésung in ccm 

Ika- Versuch 7. 

Im 2 48 2,48 ev 0,05167 
D, 96 3,23 0,3297 0,03365 
rr, 2 21 48 2,13 {04 rt 0,04438 

96 2,73 278 0,02844 
3 48 1,48 {0,2136 0,03083 
96 1,93 \0,1970 0,02010 
6 48 1,50 Pe 2165 0,03125 
96 1,92 0,1960 0,0200 
22 48 1,17 {° 51689 0,02437 
96 1,74 0,1716 0,01812 
If. 
Versuche der Gelatineverdauung. 

Fiir die optimale!) Gelatineverdauung durch Pepsin ist eine 
pedeutend gréBere Siiuremenge als fiir die Caseinverdauung er- 
forderlich, deshalb muBten wir den HCl-Gehalt im Verdauungs- 
gemisch erhéhen. Tab. VI zeigt, daB bei Versetzung gleicher 
Teile von 5°/, Gelatine und 1°/, Pepsin das p,, der Liésung 
desto mehr nach der alkalischen Seite verschoben wird, je aktiver 

ine das Priparat ist — ebenso wie in den Versuchen mit Casein. 

Obgleich die Verdauung der Gelatine durch Pepsin bei einer 

as “ark sauren Reaktion verliuft, die die Entwicklung der Faulnis- 
hea uikroorganismen hemmt, versuchten wir einen Teil der Versuche 
ils in Gegenwart von Thymol auszufiihren. Es erwies sich dabei, 
a dab Thymol die Verinderung der Reaktion des Milieus beeinflubt: 
om et Thymol werden bei der Gelatineverdauung die p,,-Werte 
we nach der alkalischen, waihrend ohne Thymol nach der sauren 


th Seite verschoben (Tab. VII). 

—_ Im Gegensatz dazu iibt der Thymolzusatz keine nennens- 
verte Wirkung auf den Charakter der p,,-Verschiebung im Laufe 
ier Caseinverdauung: mit wie ohne Thymol geschieht die p,.-Ver- 
‘chiebung nach der alkalischen Seite, im zweiten Fall vielleicht 
‘twas mehr, obgleich nicht immer (Tab. VIII). 





L. W. Karpow, Russ. physiol. Jl. Bd. 2, S. 195 (1919). 
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Tabelle VI. 


Veriinderung der H'-Konzentration im Gemisch von 5 °/, Gelatine 
(Py = 4,67,) mit 1 °/, Fermentlésung. 












































, HCl-Kon- H 
sae zentration Pa Se des Gemisches Differenz 
Ferments — Fermentlésung Gelatine 
In “/o + Ferment 
Versuch 9. 
21 0,67 0,89, 1,26 +0,36, 
3 0,60 0,84, 1,26 +0,41, 
6 0,62 0,94, 1,26 +0,31, 
Versuch 10. 
2 0,72 0,75, 1,31, +0,55, 
21 0,67 0,89, 1,31, +0,41, 
0,60 0,84, 1,27, +0,43, 
6 0,62 0,94, 1,27, +0,32, 
22 0,62 0,94, 1,24, +0,29, 
Versuch 11. 
5 0,55 0,96. 1,38, +0,41, 
6 0,52 1,00 1,50, +0,50, 
22 0,52 0,98, 1,45 + 0,46, 
Versuch 12. 
2 0,72 0,75, 1,31, +0,55, 
21 0,67 0,89, 1,27, +0,38, 
3 0,60 0,84, 1,31, +0,46, 
6 0,62 0,94, 1,27, +0,32, 
22 0,62 0,94, 1,20, +0,26 














Tabelle VII. 


Einwirkung der Thymolhinzufiigung auf das p,;, des Verdauungsgemisches 











(Gelatine). 
i ne Py vor py nach der Verdauung : 
F t er mit | ohne | 
erments | . - 
dauung Thymol | Differenz Thymol | Differenz 
Versuch 13. 
! 1,31, 1,31, 0,00 1,26 — 0,05, 
21 1,31, 1,41, + 0,10, 1,26 — 0,05, 
5 1,27, 1,38, +0,10, 1,26 — 0,01, 
0 1,27, 1,41, +0,135 1,17, — 0,10, 
22 1,24, 1,32, + 0,08, 1,20, — 0,03, 
Versuch 14. 
1,32, 1,41, +0,08, 1,31, | — (0,01, 
+0,12, 1,30, | —0,02, 
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e Es folgt daraus, daB der VerdauungsprozeB bei Zusatz von 
antiseptischen Stoffen anders verliiuft: die Reaktion des Milieus 
wird verindert, und dadurch auch die Geschwindigkeit der Ver- 
dauung. 

Tabelle VIII. 


Einwirkung der Thymolhbinzufiigung auf das p,;, des Verdauungsgemisches 
(Casein). 








ie Ae 
Nr. des Pu VOl Py nach der Verdauung 
der Ver- ; 
Ferments a : mit 
wee Thymol 


ohne 


Thymol Difterenz 


Differenz 


+0,19, 
+0,10 
+-0,29. 


1,71 1,90, 
2 1,71 1,81 
1,71 2,00, 


1,95, 
1,88, 
1,90, 


+ 0,24, 
+0,1%, 


+0,19, 








cem 0,1 n-KOH PH 














i ° 
} / . i 
in \ / 4 N22 
/ N6 | 





ches 











Stunden 


Ss 


Stunden 














rig 3. Zunahme der Carboxylgruppen im 
nz Laufe der Gelatineverdauung in cem0,1n-KOH. 


Fig. 4. Verschiebung des p,, des Gemisches 
im Laufe der Gelatineverdauuny. 


Aus dem Vergleich der Resultate der Gelatineverdauung auf 
» Tab. IX folgt, daB auch in bezug auf dieses EKiweiB die von uns 
2 festgestellte Reihenfolgerung und Kinteilung der Priiparate in 
7 3 Gruppen in vollem MaBe beibehalten wird, niimlich fiir die 
. ersten 48 Stunden: die Pepsinpriparate der I. Gruppe nahmen 
4 die erste Stelle ein, die Priparate Nr. 3 und 6, deren caseino- 
klastische Kraft gleich ist, kamen auf die 2. Stelle und an letzter 
Stelle erwies sich das Priiparat Nr. 22 von den schwiichsten 
‘aseinoklastischen Higenschaften. Im Laufe der folgenden 48 Std. 






Tabelle IX. 



































Nach der Verdauung 
HCIl- Vor der Verdauung : , ” r alia od ; SET Eee i“ 7 Zunahme der Men re 
K nach 48 Stunden nach 96 Stunden . ies 
i Lonzen- an ) der verbrauchten 
Nr. des tration Menge der Menge  Zunahme _ Menge F " 
? . d rerbrauchten ad d. Menge | KOH-Lésung 
Ferments in der | Pu Ges | verbrauchten} pr des der 0,1 n-| @- 8° | py des der 0,1 n- 
z F = , t G 0,1 n- KOH- G 2 KOH- der ver- G 1 KOH- 
> eel we Lisung ” ‘ brauchten ” ft ; 
= lésung | misches in cem pro | misches Lésung KOH- misches  146sung e se 
. 10 g Gemisch in ecm Liésung in ccm 48 Std. 96 Std. 
fea —— — naan = - SS = ——_ — _ — SS — a = — 
Ss Versuch 15. 
- I. Gruppe | | 
< 2 0,72 ee 12,40 1,24, | 14,39 1,99 1,2 | 15,24 0,85 | 2,84 
= 21 0,67 1,31, | 11,18 1,24, | 12,42 1,24 126 | 12,96 0,54 | 1,78 
> II. Gruppe | | | 
5 3 0,60 127, | 10,56 1,20, | 10,95 0,39 126 | 11,24 029 | 0.68 
= Ill. Gruppe | | | | 
: 6 0,62 1,27, | 10,58 122 | 11,22 0,64 1,17, | 11,48 0.26 | 0,90 
so] orc | » 7 
= 22 0,62 124, | 10,34 126 | 10,63 0,29 120, | 11,32 0,69. | 0,98 
Z. Versuch 16, 
a I. Gruppe | | | | 
. 2 0,72 1,31, | 12,31 1.31, 14,26 | 1,95 1,31, 15,50 1.24 3,19 
21 0,67 1,27, 10,85 1,24, 12,50 | 1,65 1,41, 13,33 0.83 2,45 
II. Gruppe | | | | 
3 0,60 131, | 10,15 1,24, 10,83 0,65 1,38 11,37 0,54 | 1,19 
Ill. Gruppe | | | 
a b 0,62 1,27, 10,26 1,26 11,2 0,98 1,41, 11,53 029 | 1,27 
aa 22 0,62 1,20, 10,28 1,20, 10,86 | 0,58 1,32, | 11,73 0,87 | 1,45 
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ank die Aktivitit simtlicher Priparate und die Zunahme der 
‘arboxylgruppen erwies sich kleiner als am Anfange der Ver- 
jauung, mit Ausnahme des Pepsinpriparates Nr. 22, welches 
wegen Ende des Versuches eine maximale Aktivitit entwickelte 
nd die Priiparate Nr. 3 und 6 iiberholte (Kurve 3). Die Pri- 
yarate der I. Gruppe behielten auch in diesem Falle (d. i. im 
Laufe der zweiten 48 Stunden) ihre erste Stellung. Der Unter- 
shied in der nach Gross bestimmten Aktivitit der Pepsine 
\r.3, 6 und 22 ist nicht bedeutend, so daB die etwas un- 
srpwartete Erhéhung der Aktivitait bei Nr. 22 den allgemeinen 
‘harakter der Einordnung der Priparate nach ihrer proteo- 
klastischen Kraft kaum zu verandern imstande wire. 

Im Gegensatz zu Casein fihrt die Gelatine im Laufe der 
Verdauung zu keiner nennenswerten p,,-Verschiebung (Kurve 4), 
praktisch wird die H-Konzentration kaum veriindert, nur nach 
Thymolhinzufiigung (Tab. VII) sinkt sie etwas. 


IL. 


Da wir die Gelatineverdauung in 2 Richtungen studierten, 
swohl nach dem Substratschwund wie nach der Entstehung der 
Verdauungsprodukte, wobei wir auf die Menge der letzteren nach 
ier Zunahme der Carboxylgruppen im Gemisch schlossen, erwies 
Fes sich als interessant, diese Versuche parallel auszufiihren. 


91T9q By, 


“XI 


Wir fertigten eine 5°/,ige Gelatinelésung mit 0,1 °/, Thymol an und 
stinmten auf elektrometrischem Wege die Wasserstoffionenkonzentration 
.eses Gemisches: py; erwies sich gleich 4,67, Nach Hinzufiigung von 
‘ccm konzentrierter Salzsiure auf 100 cem dieser Gelatine stieg die H-Kon- 
vntration auf py = 1,38,. Won diesem Gemisch der Thymolgelatine mit 
“uzsiure wurde in kleine Réhrehen gleichen Durchmessers je 1 cem ge- 
‘illt und in jedes Rébrehen 1 cem einer salzsauren Liésung eines von 
 Pepsinpriparaten zugesetzt. Die Stirke der zur Lisung der Pepsine 
znommenen Salzsiiure war so gewiihlt, dab das p,,; simtlicher Pepsin- 
-sungen ungefihr gleich ausfiel. Die Verdauung fand bei Zimmertempe- 
riiur statt und die Aktivitét der Priiparate wurde nach der Liinge der er- 
‘arrten Gelatinesiule bestimmt, die nach Verlauf von 2 x 24, 4 x 24 

<7 X 24 Stunden gemessen wurde. 

Diese Methode, die parallel der Alkoholtitration nach Willstitter 
venfalls mit 5°/,iger Gelatine bei gleichem p,, ausgefiihrt wurde, ergab 
“eselben Resultate im Sinne der Eingliederung der Pepsine in Gruppen. 
Ue erste Stelle blieb fiir die Nrn. 2 und 21, ihnen folgten die Priiparate 
\.3 und 6, mit einem gewissen Uberwiegen zugunsten des Priiparats Nr. 3. 
'e letzte Stelle nahm das Priparat Nr. 22 ein. Im Laufe der ersten 

Stunden iibte dieses Priparat fast keine Einwirkung. auf die Gelatine 
“3, zuletzt stieg jedoch seine Aktivitit und es erreichte beinahe das 
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Priparat Nr.6. Dieses Verhalten des Priiparates Nr. 22 in bezug auf ¢ 
Gelatine kann kaum als zufillig betrachtet werden, denn es entstand syst.. 
matisch in simtlichen Versuchen, gleichwohl ob sie nach der Methode yo, 
Willstiitter oder nach Fermi ausgefiihrt wurden. 

Auf Tab. X sind die Ergebnisse dieser Versuche der Gelatineyer 
dauung nach Fermi dargestellt wie auch die Menge der dureh die Titratio, 
nach Willstitter bestimmten COOH-Gruppen angefiihrt. 


Tabelle X. 


Gelatinoklastische Kraft. 





Nach der Zunahme der pro Nach Fermi 
10 g Gemisch verbrauchten = 
Nr. des 0,1 n-KOH-Lésung in cem —_ Siulchen d. verdaute: 
: Pr Ger Gelatine in mm 
Ferments Versuch 15 | Versuch 16 | Pepsin- Versuch 17 1 
lésung a 


48 St. 96 St. | 48 St. | 96 St. 48 St. | 96 St. | 168s: 


& Gruppe | | 
2 199 | 2,84 1,95 | 319 | 1,10, 4,25 7,00 93 


21 1,24 | 1,78 , 1,65 | 2,48 | 1,08, | 3,75 | 7,00 | 10.0 
II. Gruppe | | 
3 0,39 | 0,68 | 0,65 | 1,19 | 1,00 , 2,00 | 3,50 7,00 


III. Gruppe | 
6 0,64 | 
22 0,29 | 0,69 | 0,58 | 1,45 | 1,13, Spuren 5,50 


0,90 | 0,98 | 1,27 | 1,13, | 2,00 | 3,25 | 6,0] 








Auf Grund dieser Angaben ist die Kurve Nr. 5 gezeichnet 
wo der Parallelismus der Einwirkung von den Pepsinpriparate1 
Nr. 2 und 3 auf Gelatine, nach zwei Methoden bestimmt, deut: 
lich hervortritt. 

Im Gegensatz zu Casein (Tab. VY) ist die Geschwindigkeit:-@ 11, , 
konstante der Gelatineverdauung A bei gleicher Substratmens: 
und Wirkungsdauer etwas niedriger, sie folgt der Regel vo 
Schiitz-Borissow nur in der I. Gruppe der Pepsinpriiparatq@jil. « 
(Kurve 3), wihrend bei den schwachen Priparaten die linear 
Gesetzmiibigkeit hervortritt (A,, Tab. XI, Kurve 3). Merkwiirdiger 
weise wird dieselbe GesetzmiBigkeit, d. hb. A, von der Nullordnw : 
fiir schwache Priparate und eine der Schiitz-Borissowsche! 
Regel entsprechende A fiir die starken Priiparate auch nach ¢ 
Fermimethode (Tab. XII) beobachtet, wobei im Gegensatz -U4Ry) 54, 
Fibrin') der lineare Zusammenhang der Menge des verdaute¥...,. 





1!) J. A.Smorodinzew u. A. N. Adowa, Diese Zs. Bd. 149, 5.) 
(1925). 
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SVSte- 
om Dauer | Zunahme der 
Nr. des der Ver- | verbrauchten _ 2 . 
lever Z dauune 0,1 n-KOH- kK = - ; A, = z 
rati t Ferments 5 Lésung Vt t 
Stunden in cem 
Versuch 15. 
|. Gruppe 
— 2 48 1,99 0,2872 0,04146 
96 2,84 0,2898 0,02958 
leit 21 48 1,24 0,1790 0,02583 
mm 96 1,78 0,1817 0,01854 
( I. Gruppe 
168 S: 3 48 0,39 0,05629 0,008125 
96 0,68 0,05940 0,007083 
a [. Gruppe 
nue 6 48 0,64 0,09238 0,01333 
96 0,90 0,99185 0,009375 
; 22 48 0,29 0,04186 0,007606 
a 95 0,98 0,10000 0,01021 
6.0 ; 
5K Versuch 16. 
i, Gruppe 
ichnet ig 48 1,95 0,2815 0,04062 
arate 96 3,19 0,3256 0,03323 
, deut- 21 48 1,65 0,2382 0,03157 
96 2,48 0,2531 0,02583 
gkeitsf i. Gruppe ‘ 
Lmenge 8 48 0,65 0,09382 0,01354 
el vou 96 1,19 0,1215 0,01239 
iparata.l. Gruppe 
linear b 48 0,98 0,1415 0,02042 
rdiger 96 1,27 0,1296 0,01323 
ednua 22 48 0,58 0,08372 0,01208 
wsche! 96 1,45 0,1480 0,01510 
ich det 


(2 “BP ostrates und der Zeit, bei der Gelatine nicht am Anfang der 
‘rdauung, wie wir es bei Verdauung des Fibrins beobachten 
unten, sondern erst gegen SchluB der Verdauung sich ein- 


ril 


+ 
Will, 


rdautel 
































Hoppe-Seyler’s Zeitsehrift f, physio). Chemie. CLXXXIII. 
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Tabelle XII. 
— Dauer |Menge der : . kK, = 
des verdauten | A = —-~ Kk, = =. 
Ferments | Versuchs| Gelatine yi ' 78 a— 
Versuch 17. 
I. Gruppe | Stunden mm 
2 48 4,25 | 0,6131 { 0,08854 0,00080 
96 7,00 } 0.7144 0,07292 0,00065 
168 9,50 | 0,7516 | 0,05655 0,00054 
21 45 3,75 0,5413 0,07812 0,00070 
96 7,00 , 0,7144 {oo7209 , 0,00065 
168 10,00 | 0,7911 0,05952 0,00057 
II. Gruppe 
3 48 2,00 0,2887 0,041 0,00037 
96 3,50 0,3572 0,03646 0,00033 
168 7,00 0,5538 0,04167 0,00039 
IIT. Gruppe 
6 48 2,00 0,2887 0,0410 0,00037 
96 3,25 0,3317 0,03385 0,00030 
168 6,00 0,4747 0,93571 0.00035 
22 48 — — — 
96 on — — _ 
1638 9,00 0,4351 0,03274 0.000380 
SchluBbetrachtungen. 


Das wichtigste Resultat dieser Arbeit ist unserer Meinuy 
nach derjenige Umstand, daB es uns gelang zu beweisen, dat 
eine Reihe von Pepsinpriiparaten, die nach ihrer fallenden Fiilur- 




















Kier- und Muskeleiwei8) hervorzurufen, eingeordnet worden sin 


dieselbe Reihenfolgerung behielt, wenn die Aktivitiitsbestimmung: 
der Pepsinpriparate nach der Methode der Titration der Carbox'- 
gruppen, d. h. nach der quantitativen Bestimmung der Ve 
dauungsprodukte im Gemisch bestimmt wurden. Die Reihenfols 
wurde sowohl fiir die Casein- als auch fir die Gelatineverdauu! 
Es folgt daraus, daB die einfachen Methode 


beibehalten. 


der Bestimmung der Proteasenaktivitit, die in der bi' 


chemischen 
finden, 


wendung 


und 


klinischen 
ihrer 


Praxis 
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verdauungsprodukte in den Verdauungsgemischen nach- 
stehen. 

Die ‘naiyse der Ergebnisse der I- und II-Titrationen nach 
Willstatter zeigte, daB in unseren simtlichen Versuchen mit 
Casein und.Gelatine die Menge der Aminosiiure—Carboxyle im 
Laufe der Verdauung praktisch konstant blieb und daB die Zu- 
yahme ausschhieBlich auf Kosten der Peptid-COOH geschah. 


cem 0,1 n-KOH cem 0,1 n-KOH 





























Stunden 
Verdauung von Gelatine durch die Fig. 6. Vergleich der Intensitat der Verdau- 
Pepsinpraparate N 2 und N 3 nach Fermi---— ung von Casein --—~- und Gelatine - 
und Willstatter ——. durch die Pepsinpriiparate N2 und N22. 


Wird auf Grund der Zunahme der Gesamtmenge der Carboxyl- 
sruppen im Laufe der Verdauung geschlossen, so kann angenommen 
werden, daB simtliche Pepsinpriiparate ceteris paribus energischer 


cas Casein im Vergleich mit Gelatine hydrolysieren (Kurve Nr. 6°. 


SchluBfolgerungen. 


1, Die Bestimmung der Aktivitit der Pepsinpraparate nach 
‘em Schwund des Substrats (Methoden von Gross, Fuld-Levis- 
‘ohn, Mett) ergeben dieselben Resultate wie die Titration der 
Varboxylgruppen nach Willstitter. 

2. Kis besteht ein Parallelismus in der Kinwirkung der Pepsin- 
braparate auf verschiedene EjiweiBe. | 

3. Die Bestimmungen der caseinoklastischen Kraft nach 
‘ross und nach der Methode der Alkoholtitration von Will- 
‘atter ergeben iibereinstimmende Resultate. 

10" 
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4. Die gelatineverdauenden Kigenschaften verschiedener Pep- 
sine nach Fermi und Willstitter bestimmt, erweisen sich als 
naheliegend. 

5. Bei Verdauung von Casein und Gelatine kommt es kau 
zu einer Zunahme von Aminosiuren in den Verdauungsprodukten, 
es steigt nur der Prozentsatz der nach Willstatter bestimm- 
baren Peptidcarboxyle. 

6. Aus der Bestimmung der Carboxylgruppen folgt, dat 
siimtliche Pepsine energischer das Casein im Vergleich mit der 
Gelatine angreifen. 

7. Die nach der Zunahme der Carboxylgruppen bestimmt: 
Geschwindigkeit der Verdauung des Caseins durch die Priparate 
simtlicher Gruppen folgt der Schiitz-Borissowschen Regel. 

8. Die Geschwindigkeitskonstante der Caseinverdauung ist 
fiir starke Priiparate fast 2 mal hodher als fir schwache. 

9. Die Geschwindigkeit der Verdauung der Gelatine durcl 
die Priiparate der ersten Gruppe (nach der Carboxylgruppen- 
zunahme bestimmt) folgt der Regel von Schiitz-Borissow. 

10. Die Geschwindigkeit der Gelatineverdauung durch schwache 


Priparate, nach Fermi und Willstitter bestimmt, folgt einer 
Gzleichung von der Nullordnung. 
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Zur Kinetik der Esterhydrolyse durch Enzyme. 


Erste Mitteilung. 
Von 
Eugen Bamann und Maria Sehmeller. 
Mit « Figuren im Text. 


sus dein Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Manchen.) 


‘Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1929.) 


Einleitung. 


Die von R. Willstaitter und seinen Mitarbeitern fiir die 
uantitative Bestimmung der fettspaltenden Enzyme ausgebildeten 
Methoden?) sind hervorgegangen aus Untersuchungen iiber das 
pankreatische Enzym des Schweines. Bei diesem Knzymmaterial 
zelang es, die Einfliisse der Verteilung und der Begleitstoffe durch 
Zusitze ,ausgleichender Aktivierung“ soweit auszuschalten, ,,daB 
die Lipase, ungeachtet der Abhaingigkeit ihrer Wirkung von dem 
gesamten kolloiden System, ihrer Stoffmenge nach verfolgt werden 
kann von der Pankreasdriise bis zur 300-fachen Konzentration in 
jen reinsten Praparaten.“ (I. Abh. iiber Pankreasenzyme.) 

Die Leistungsfahigkeit dieser Methode reichte indessen nicht 
aus, sobald man versuchte, die Mengenvergleiche auch auf pankre- 
atische Lipase anderer Tiere auszudehnen, Beim Schweine- und 
‘chafpankreas beobachtete man eine annahernde Ubereinstimmung 
ier Einheiten fiir Ol- und Tributyrinspaltung, beim Pferdepankreas 
ergaben sich groBe Abweichungen. Diese ,,beruhen entweder daraul, 
iuB die an einem Organpraparat ausprobierten ausgleichenden 
Aktivierungen der Ol- und der Butyrinspaltung bei einem anderen 
Material nicht geniigen, um den KinfluB der vielleicht anders- 
artigen begleitenden Fremdkérper zu iiberwinden, die im Verlauf 

YR. Wilistatter, E, Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, DieseZs. 
5d.125,8.93(1922/23)u.zw.S.110(Olspaltung);R. Willstaitterv.F.Memmen, 
Jiese Zs, Bd. 129, S. 1 (1923) u. zw. S. 22 (Tributyrinspaltung); Bd.133, $.229 
1924) u. zw. S. 236 u. S. 240 (Methylbutyrat- und Triacetinspaltung). 
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der Reinigung abgetrennt werden kinnten. Oder die Affinitiitey 
der Lipase zu den Substraten kiénnen auch von Begleitstoffen, 
die dem Enzym besonders nahe stehen und nicht abgetrennt 
werden kénnen, so beeinfluBt werden, daB die Messung in den will. 
kiirlich gewihlten Adsorbatzustiinden durch spezifische Hemmunz 
zu veranderlichen Verhiltnissen der Zeitwerte fihrt“. (IV. Abh. 

In einer Untersuchung ,,Uber die Konfigurationsspezititi: 
der Leberesterase verschiedener Tiere und ihre Abhingigkeit vor 
der Substratkonzentration“') wurde kiirzlich das Wirkungsvermigen 
der Leberenzyme einer Anzahl von ‘lieren auf Grund _ ihrer 
Reaktion mit Methylbutyrat verglichen. Die auffallenden Unter- 
schiede ihrer Wirksamkeit muBten im Verein mit den beim Pan. 
kreasenzym gefundenen, oben erwiihnten Unstimmigkeiten*) zu 
Vorsicht im Vergleich von Enzymmengen verschiedener Herkuntt 
mahnen. Wir haben daher die Bearbeitung einer Reihe reaktions- 
kinetischer Fragen in Angriff genommen, die es ermdglichen soll, 
die verwickelten Verhiltnisse bei der Bestimmung von Lipase: 
verschiedener Reinheit und verschiedener Herkunft aufzukliire: 
und zugleich eine Unterlage fiir die Begrenzung der Spezifitit 
zu schaffen. 

In der vorliegenden Untersuchung zeigen wir zuniichst die 
Abhiingigkeit der Wirkung verschiedener hepatischer Lipasen vou 
der Substrat- und Wasserstoffionenkonzentration. Man hat bisher 
dazu geneigt, der ,,Leberesterase“ schlechthin auf Grund ihrer | 
besonderen Hignung fiir die Spaltung einfacher Fettsiureester ei: 
hohe Affinitit zu diesen Substraten zuzuschreiben im Gegensat: 
zu dem auf hohe Glyceride ausgezeichnet wirkenden Pankrea:- 
enzym, das als niederaffin gegen einfache Ester bekannt ist. -\us 
unseren Messungen geht hervor, da8 auch das Leberenzym hi- 
sichtlich der GréBe der Affinitit zu Estern niederer Fettsiure: 
bedeutende Schwankungen aufweist, die nach unserer Schitzung | 
ebenso groB sein kénnen, wie die Affinitatsunterschiede der Leber: 
esterase und Pankreaslipase des Schweines. Diese Tatsache kan: 
fiir die noch ungeliste Frage, ob die katalytisch wirksame Grup} 
lipatischer Systeme verschiedener Organe, beispielsweise der ,,Leber 
esterase“ und der ,Pankreaslipase“, identisch ist, von Bedeutun: 
werden. Hinsichtlich der Abhiingigkeit der Wirksamkeit vo: 




































1) E. Bamann, Chem. Ber. Bd. 62, 8. 1538 (1929) u. zw. S. 1541. | 
2) Vgl. auch: A.S. Loevenhart, Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, 5. 4- 
(1906 07): ferner R,. Willstitter u. F. Memmen, Diese Zs. Bd. 138, 5. =: 
(1924) u. zw. Absechn. I 4. 
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ler Wasserstoffionenkonzentration kamen wir zu dem Ergebnis. 
iaB die Lage des p,,-Optimums der Leberesterase verschiedener 
Tiere inkonstant ist, was an das Verhalten der Magenlipase erinnert. 
jie Schwankungen bewegen sich jedoch bei dem untersuchten 
Material in nicht sehr weiten Grenzen, niimlich im Gebiet zwischen 
», = 7 und 9 und die Wirksamkeitsabnahme nach beiden Seiten 
jes Optimums ist im allgemeinen innerhalb dieses Bereichs nicht 
vetriichtlich. 

Die Betunde der Affinititsmessungen fiihren in bezug auf 
ien Reaktionsverlauf der enzymatischen Ksterverseifung zu Uber- 
egungen und Versuchen, die wir im letzten Abschnitt unserer 
Cntersuchung mitteilen. 


Spezieller Teil. 


1. Enzymmaterial. 


Wir untersuchten die Leveresterasen des Menschen und des 
‘chafes, Hundes, Kaninchens, Pferdes und Rindes und zwar in 
einem — mit dem Leberpulver verglichen — etwa 15—20-fach 
ijheren, also noch recht unvollkommenen Reinheitsgrad. Die 
“uzymlésungen waren ammoniakalische Ausziige aus den Trocken- 
priparaten, gereinigt durch Essigsiurefillung und mebrtiigige 
vialyse. Sie fanden in einer gleichzeitigen Untersuchung ,,Uber 
ue Konfigurationsspezifitat der Leberesterase verschiedener Tiere 
ud ihre Abhingigkeit von der Substratkonzentration* Verwendung 
uud sind dort eingehender beschrieben.:!) 


2. Ausftihrung der Versuche und Messungsergebnisse. 
Substratkonzentration und Umsatzgeschwindigkeit.’) 


Die durch gleiche Enzymmengen bei weclhselnder Substrat- 
sonzentration bewirkte Verseifungsgeschwindigkeit des Buttersiiure- 
uethylesters haben wir titrimetrisch in pufferfreien Lésungen bei 


') KE. Bamann, Chem. Ber. Bd. 62, S. 1538 (1929). 
*) EKinzelne Versuche hieriiber finden sich in den Arbeiten von J. H. 


Kastle u. A. S. Loevenhart, Jl. Am. Chem. Bd. 24, S. 491 (1900); J. H. 


Aastle, M.E. Johnston u. E. Elvove, Jl. Am. Chem. Bd. 31, S. 521 (1904); 
Peirce, Jl. Am. Chem. Soc. Bd.32, S.1517 (1910); E.Knaffl-Lenz, Medd. 


. K. Vetenskapsakad. Nobelinstitut, Bd.6, Nr. 3 (1922); Arch. fiir exper. 
*athol. Bd. 97, S. 242 (1922/23). Die von allen Forschern gefundene Un- 


whingigkeit des absoluten Esterumsatzes von der Substratkonzentration 
u hdheren Konzentrationsgebieten) diirfte auf die beschriinkte Léslichkeit 
s angewandten Athylbutyrats zuriickzufiihren sein. 











152 Eugen Bamann und Maria Schmeller, 





konstanter Temperatur und Wasserstofizahl (¢ == 24°; p, = 7) 
bis 7,1) nach R. Willstatter, R. Kuhn, O. Lind und F. Men. 
men') gemessen. Die Versuchsansitze enthielten 100 ccm Real. 
tionsgemisch und 5 Tropfen einer 1°/,igen alkoholischen Bro. 
thymolblaulésung und wurden stiindig durch tropfenweise Zuga\): 
von n/100-Kalilauge auf demselben Farbton gehalten. Die Hydro. 
lysen verfolgten wir 50—110 Minuten, sie verliefen wahrend dieser 
Zeit in den konzentrierteren Liésungen (0,146- bis 0,009-m) mit ap. 
nihernder Proportionalitait zwischen Versuchszeit und gebildet: 
Siuremenge, in verdiinnteren Liésungen stellten wir des Oftere 
nach etwa 60 Minuten eine Verlangsamung der Reaktion:. 
geschwindigkeit fest. 

Die zu Anfang der Reaktion pro Zeiteinheit umgesetzt 
absolute Menge Methylbutyrat bzw. die Menge der entstehende: 
Siure betrachten wir als MaB fiir die Konzentration der Esterase. 
Ksterverbindung und schlieBen aus der Maximalumsatzgeschwit. 
digkeit —- mit Vorbehalt — auf dissoziationsfreie Bindung de 
Enzyms. Sie wird, wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, beim Sch: 
Hund, Menschen, Kaninchen und Pferd in ganz verschiedene 
Konzentrationsgebieten erreicht, naimlich in 0,009-, bzw. 0,01>- 
0,036-, 0,073-, 0,097-, 0,14-molarer Lésung; beim Rindenzy: 
kommt sie auch in der konzentriertesten Lésung (0,14-m) nicl: 
zustande, 























Tabelle 1. 


Vergleich der enzymatischen Hydrolysen von Buttersduremethylester 
bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
(Die Zahlen geben an die in 25 Minuten bei py = 7 und 24° in 100 cc: 
gebildeten mg Buttersiure.) 




































Herkunft Molaritit des Esters 
des a | 

Enzyins 0.1469 0,09796  0,07347 — 0,03673 | 0,01836 | 0,0091*: 
Schaf .... | 0,667 -- 0,765 | 0,902 | 1,190 | 1,365 
Hund .... 0,612 son 0,830 | 0,940 0,995 0.887 
Mensch J. . | 1,080 aa 1,297 | 1,380 1,105 0,781 
-—yvapeae Cie oe 1,140 | 1,060 j} 0,820 0,557 
Kaninchen . 0,610 0,700 0,652 | 0,553 | — 0.365 
Pier .... 0,690 oe 0,610 | 0,412 0,261 0,130 
mime ss 2,520 | om 1,260 | 1,479 } 1,209 0.900 











1) Diese Zs. Bd. 167, $8. 303 (1927). 
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Tabelle 1. (Fortsetzung.) 








ilerkunft Molaritit des Esters 
des 

Enzyims 0,004591 0.002295 0,001147 0,00057: 0.000286 
Schaf.... 1,225 | 0,960 0,622 0,393 0,195 
Hund... . 0,642 | 0,895 0,305 0.147 0,100 
Mensch J. . 0,482 | 0,293 0,146 ~- _- 
Mensch M.. 0,440 | 0,838 0,267 0,235 0,178 
Kaninchen . 0,233 | 0,115 0,088 
Pferd .... 0,070 _ — 
ee 0.660 0,420 0,240 


Die (scheinbaren) Dissoziations-Konstanten der Nsterase—Ester- 
verbindungen, die in der von L. Michaelis und M.L. Menten?) 
angegebenen Weise ermitteit wurden, sind mit den Affinitiits- 
Konstanten 1/A nachfolgend zusammengestellt: 


Schaf Hund Mensch J Mensch M Kaninechen 
A -0,00126 ~—-0,00282 0,00794 0,00871 0,0100 
ik 794 354 125 114 100 


Sie kommen in die gleiche Reihenfolge zu stehen, wie sie bei 
den Ksterase—Mandelsiureester-Verbindungen einzuordnen waren. *) 
Die Affinitaten der Esterasen aus zwei Menschenlebern stimmen 
annibernd iiberein; es kann vorerst nicht entschieden werden, 
ob hierin eine Zufalligkeit oder eine Gesetzmibigkeit zu erblicken 
ist, etwa derart, daB den Enzymen von Individuen gleicher Gattung 
cleiche oder in nur engen Grenzen differierende Substratverwandt- 
schaft eigen ist. 

Bei der Abbildung der Messungsergebnisse (Fig. 1 mit 7) 
sind wir so vorgegangen, dai wir den Maximalwert der ge- 
vildeten Buttersiure in jeder Versuchsreihe gleich 1 gesetzt 
und die bei niedrigeren bzw. héheren Esterkonzentrationen 
gebildeten Mengen durch Verhiltniszahlen ausgedriickt und 
diese als Funktion der reziproken Substratkonzentration auf- 
setragen haben. 

Aus den mitgeteilten Aktivitits-ps-Kurven geht deutlich her- 
vor, dab es kein Konzentrationsgebiet gibt, das durch eine gleiche 
vage der Kurvenstiicke ausgezeichnet ist. Dieser Umstand hat 


1) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
2) E. Bamann, Chem. Ber. Bd. 62, 8S. 1538 (1929). 
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Aktivitats-ps-Kurven. as 

Auf den Ordinaten sind mg Buttersiiure pro zweckmiBig gewiihlte Zeiteinhe: | 
‘ > . ; " ie el > der 
auf den Abszissen der negative Logarithmus der Substratkonzentration ay: 
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Leberesterase des Kaninchens. Fig. 6. Leberesterase des Pferdes 
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Fig. 7. Leberesterase des Rindes. 
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zur Folge, daB bei der willkiirlich gewihlten Esterkonzentration 
der Bestimmungsmethode aus Reaktionsgeschwindigkeiten nie ein 
auch nur angenihertes) MaB fiir Enzymmengen zum Zwecke des 
Vergleichs hergeleitet werden kann. Wihlt man eine verhiiltnis- 
miBig hohe Esterkonzentration (0,8 g Methylbutyrat: 100 ccm, wie 
es die Bestimmungsmethode nach R. Willstitter u. F. Memmen!) 
vorsieht), so ist bei hochaffinen Enzymen die optimale Konzen- 
tration, die in sehr engen Grenzen liegt, iiberschritten und die 
maximale Reaktionsgeschwindigkeit ist bis aut die Hialfte (Schat- 
leberenzym) herabgemindert, bei niederaffinen Enzymen hingegen, 
beispielsweise denjenigen der Rinder- oder Pferdeleber, wird nur 
eine teilweise Bindung an das Substrat erreicht und es entgeht 
daher ein unbekannter Bruchteil der Bestimmung. 


Wasserstoffzahl und Umsatzgeschwindigkeit. 


Die Abhangigkeit der lipatischen Wirkung von der Wasser- 
stoffionenkonzentration wurde lange Zeit nur insofern beachtet, 
als man versuchte, dieses Kriterium fiir die Unterscheidung der 
Lipasen verschiedener Organe, so der Magen- und Pankreaslipase, 
heranzuziehen. In eindringenden Untersuchungen zeigten R. W ill- 
stitter und Mitarbeiter,”) daB diesem Unterscheidungsprinzip eine 
Berechtigung deshalb fehlt, weil ,diese Abhingigkeit, so wie sie 
zefunden wurde, durch ganz andere, kompliziertere Faktoren vor- 
getiuscht oder entstellt wird“ und ,der KinfluB der Wasserstofi- 


: zahl“.... ,von der Aktivierung und Hemmung durch Begleit- 


stoffe und Reaktionsprodukte iiberdeckt wird.“ Diese Unter- 


-suchungen und eine in engem Zusammenhang stehende Arbeit 


von F, Haurowitz und W. Petrou’) bereicherten beziiglich des 


'Enzyms der Magenschleimhaut unsere Kenntnis iiber die je nach 
_ der Tierspezies stark variierende Lage des p,,-Optimums. Angaben 


iber die optimale Wirkung der Pankreaslipase verschiedener 
Tiere verdankt man P. Rona und seinen Mitarbeitern. Fiir das 
Enzym des Menschen und Hundes wurde das Optimum bei 


') Diese Zs. Bd. 133, S. 229 (1924) und zwar S. 237. 

*) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, Diese 
/3. Bd. 125, S. 93 (1923) und zwar 8.97; R. Willstitter u. F. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 183, S. 247 (1924); R. Willstitter. F. Haurowitz und 
".Memmen, Diese Zs. Bd. 140, S. 203 (1924); ferner K. Gyotoku, Proceed. 
imper. Akad. Tokyo 3, S. 242. 
*) Diese Zs. Bd. 144, S. 68 (1925). 
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P,, = 6,95—5,0,") fiir das des Rindes bei p,, = 8,4—9,0?) gefunden 
Die iibrigen Angaben der Literatur®) sind wenig eingehend. 

Der Abhingigkeit der Wirkung des Leberenzyms von der |}; 
wurde bisher so gut wie keine Rechnung getragen. Es ist noc, 
unbekannt, daB auch bei der Leberesterase die Lage des p,. 
Optimums fiir verschiedene Tiere inkonstant ist und es fehlt ay 
Versuchen, die zu entscheiden erlauben, ob diese Abhangigkeit 
den Enzymen selbst oder ihren Begleitstoffen zuzuschreiben ist 
Nur hinsichtlich der Wirksamkeit auf verschiedene Substrate 
wissen wir auf Grund einer Arbeit von E. Knaffl-Lenz,*) dat 
das Optimum der Wirksamkeit der Rinderleberesterase fiir einige 
Alkoholester im Bereiche von p,, = 7,8—8,8, das von Glycerin. 
estern mehr im alkalischen Gebiete liegt. 

Unsere Versuche zeigen, daB fiir die Verseifung von Butter. 
siuremethylester das Reaktionsoptimum verschiedener Leber. 
esterasen teils im neutralen, teils im schwach alkalischen Gebiete 
liegt oder sich auf den Bereich beider erstreckt. So wirkt, 
aus Tabelle 2 zu ersehen ist, das Enzym aus einer Menschen. 
leber am kriiftigsten in neutralem Medium; seine Wirksamkei 
geht im schwach saueren Gebiet (p,, = 6,1) wenig, 1m schwaci 
alkalischen (p,, = 8,9) starker zuriick. Rinderleberesterase en:- 
faltet die beste Wirkung im Gebiete zwischen p, = 7 und 5,3, 
die der Hundeleber im Bereich zwischen p,, = 7 und 8,9, wihren! 
fiir das Enzym der Kaninchenleber das Optimum im schwaci 
alkalischen Gebiet (p,, = 8,3—9,5) gefunden wird. 

Die Versuchsansiitze enthielten in 50 ecm 0,8 eem Methylbutyra:. 
‘7,5 cem m/3 Puffer und zwar fiir py = 6,1 bis 7,6 Phosphat, fiir pj, = %. 
bis 10,4 Ammoniak-Ammonchlorid und eine fiir jede Versuchsreihe gleich: 
Menge Enzymlésung (zwischen 1 und 10 cem), die so gewiéhlt war, da: 
innerhalb einer nicht zu langen Versuchszeit (30—90 Min.) ein Aciditit:- 
zuwachs entsprechend 0,50 bis 2,50 ecm n/5-KOH pro Titrationsprove 
(20 ecm) erfolgte. Diese Werte lassen auf eine Esterspaltung von 3,55 bi: 
17,76°, schlieBen. In den Versuchen mit Phosphatpufferung wurde di 


rasch entnommene Titrationsprobe ohne Verzug mit n/5-Lauge bis zu 
kriiftigen Umschlag von Kresolphthalein titriert, in den Versuchen 
1) P Rona u. R. Pavlovié, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 108 (1923). 
2) P. Rona u. Z. Bien, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 18, (1914). 
3) Siehe: Die Ferm. u. ihre Wirk. von C. Oppenheimer u. R. Kubo. 
V. Aufl., 1925, Bd. 1, 8.471; vergleiche ferner: P. Kriiger und E. Gzaet’ 
Zoolog. Jahrb., Abt. f. allg. Zool. u. Physiol. d. Tiere, Bd. 45, 8. 463 (192 
und zwar S. 495. 

‘) Medd. f. K. Vetenskapsakad. Nobelinstitut, Bd. 6, Nr. 3 (1922); Are’ 
fiir exper. Pathol. Bd. 97, S. 242 (1922/23). 
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Ammoniak-Ammonchloridpuffer wurde der Siurezuwachs dadurch bestimmt, 
jaB die Titrationsprobe in 20 cem n/5-Salzsiiure gegeben und mit Lauge 
bis zum Umschlag von Bromkresolpurpur titriert wurde. 

Bei den Bestimmungen im stirker alkalischen Gebiet (p,, = 
9,5 und 10,4) muBte die nichtenzymatische Spaltung des Esters 
beriicksichtigt werden. Sie betrug in 30 Minuten pro Titrations- 
probe bei p,, = 9,5 0,19, bei p,, = 10,4 0,68 ccm n/5-KOH. 


Tabelle 2. 


Wirksamkeit der Leberesterase verschiedener Herkunft im Bereich 
zwischen py, = 6,1 und 10,4. 
Als MaB fiir den Umsatz sind cem n/5-KOH angegeben, die der aus Methy!- 
butyrat entstandenen Siiure fquivalent sind.) 





i Mensch J Rind Hund Kaninchen 
Vers. 1 Vers, 2 Vers. 1 Vers. 2 
6,1 1,31 | 2,12 0,59 
7,0 jos | 2,92 1.50 078 | 0,62 0,73 
7,6 0,61 
8,3 1,29 0.09 
8,9 0,79 1,49 1,02 0.82 | 0,64 0,83 
9,5 0,80 
10,4 U,56 














Die angefiihrten Unterschiede im Wirkungsoptimum wiirden 
voraussichtlich noch deutlicher in Krscheinung treten, wenn die 
Versuche mit rohen Enzymlésungen ausgefiihrt wiirden. Wir haben 
mit maBig reinen!) Priparaten gearbeitet; die Kssigsiurefillung 
und mehrtigige Dialyse mégen immerhin eine teilweise und von 


Fall zu Fall ungleichmaBige Abtrennung von Aktivatoren oder 


Hemmungskoérpern bewirkt haben und es ist zu erwarten, dab 


eine durchgreifende Reinigung, wie sie erstmals H. Kraut und 


H. Rubenbauer’), dann R. Willstitter, EK. Bamann und 
J. Waldschmidt-Graser’) am Enzym der Schweineleber durch- 


 gefithrt haben, ein ginzlich verindertes Bild von der p,,-Abhiingigkeit 


der einzelnen Leberesterasen geben wird.‘) Dann wird man auch 


in der Lage sein, die Frage zu entscheiden, wie weit eine ,,aus- 
o 9 ’ ‘ 


') Vergleiche Abschnitt i. 

*) Diese Zs. Bd. 173, S. 103 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 173, S. 155 (1928). 

*) Vergl. die Beobachtungen von R. Willstitter u. F. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 138, S. 216 (1924) und zwar Abschn. I. 2, S. 228; ferner: 
R. Willstatter, E. Bamann u. J. Waldschmidt-Graser; Diese Zs. 
bd. 173, S. 155 (1928) und zwar S. 161. 
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gleichende Aktivierung“ fiir das Leberenzym zum Zwecke seine; 
quantitativen Bestimmung im Laufe der Reinigungsoperatione:, 
in Betracht kommt. 


Der Reaktionsverlauf der enzymatischen Esterhydrolyse. 


Die Ergebnisse unserer Affinitiitsmessungen mit Leberesteracs¢ 
verschiedener Tiere legen es nahe, die noch strittige Frage des 
Reaktionsverlaufs der Esterverseifung durch Enzyme einer Kr. 
Grterung zu unterziehen. Es sind vor allem zwei Tatsachen, die 
die Klairung dieser Frage zu fordern schienen. Erstens der 
Nachweis, daB die ,,Leberesterase“) je nach ihrer Herkunfi 
bedeutende GréBenunterschiede beziiglich ihrer Affinitaét aufweist, 
ein Umstand, der den Reaktionsverlauf ausschlaggebend beeintiutit 
und der dazu zwingt, die Loéslichkeit und die Konzentration des 
Substrates von Fall zu Fall zu beriicksichtigen, und zweitens das 
Auftinden einer Stérungserscheinung des Massenwirkungsgesetze: 
in hohen Substratkonzentrationen, die durch ein Abfallen der 
Aktivitiits-ps-Kurven, also durch eine Hemmung der Umsatz- 
geschwindigkeit, zum Ausdruck kommt. An diese zwei wesentlichen 
Punkte reihen sich einige weitere von nicht so allgemeiner Be- 
deutung. Hierher gehért eine wahrend des Reaktionsverlauts 
unter bestimmten Bedingungen eintretende Enzyminaktivierung; 
wir konnten sie nur bei einzelnen Enzymen nachweisen, sie diirfte 
von dem jeweiligen Zustand des Enzyms, nimlich seiner Ver- 
gesellschaftung mit schiitzenden bzw. indifferenten Begleitstotfen, 
abhiingen und ferner der Kinflu8 der Spaltprodukte auf das 
Knzym oder auf das Reaktionsmedium. 

Im Jahre 1922/23 hat E. Knaffl-Lenz?) auf Veranlassung 
von H.y. Euler die unbefriedigenden Ergebnisse alterer Forscher’ 
iiber die Verseifung von Estern und Fetten durch tierische Lipasex 
einer Nachpriifung unterzogen. Die ungeklirte Frage, ob die 
Verseifung von Alkoholestern, wie Athylbutyrat, den einfacher 


') Es verdient hervorgehoben zu werden, daB in bisherigen Unter 
suchungen die Beschreibung des Enzymmaterials mehr oder wenige! 
vernachiiissigt wurde. Selbst der neuen, wichtigen Arbeit von Nogaki 
(a. a. O. S. 159, Anm. 2) ist nicht zu entnehmen, welcher Herkunft ,,ein mit 
dem 3 fachen Volumen von Glycerin versetzter PreBsaft frischer Lebern* is’. 

*) Medd. f. K. Vetenskapsakad. Nobelinstitut, Bd. 6 Nr. 3 (1922); Arch 
f. exp. Pathol. Bd. 97, S. 242 (1922/23). 

5) J. H. Kastle u. A.S. Loevenhart, Jl. Am. Chem. Bd. 24, 5. 4°! 
(1900); J. H. Kastle, M. E. Johnston u. E. Elvove, Jl. Am. Chev. 
Bd. 31, S. 521 (1904). 
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Gesetzen der chemischen |)ynamik gehorcht, wurde dahin be- 
antwortet, daB bei alkalischer Reaktion in gleichen Zeiten 
sleiche Mengen Ester umgesetzt wiirden, also das einfache Zeit- 


gesetz kh = = bis fast zum Ende der Spaltung Giiltigkeit besitze, 


jaB dagegen bei sauerer Reaktion die Verseifung nach dem Ge- 
setze erster Ordnung verlaufe, falls die Aciditit konstant gehalten 
werde; andernfalls nihme die Reaktionsgeschwindigkeit durch die 
hemmende Wirkung der gebildeten Saure stetig ab. [ie Kritik 
dieser Versuche durch Sv. Arrhenius?) hat die Aufmerksamkeit 
von Knaffl-Lenz erneut auf dieses Gebiet gelenkt. Auf seine 
Anregung unternahm Nogaki’) drei Jahre spater eine Unter- 
suchung, die einige friihere Annahmen bestiitigt und auerdem 
neue, teils experimentelle, teils nur theoretische, wertvolle Bei- 
trige zum Reaktionsproblem enthalt. Es wird nachgewiesen, dab 
die im saueren Medium abnehmende Reaktionsgeschwindigkeit auf 
einer Hemmung durch die Spaltprodukte beruht. Bei alkalischer 
Reaktion wird die durch die Leberesterase umgesetzte Menge 
Kster nur annadhernd proportional der Zeit gefunden.  ,,Der 
Reaktionsverlauf ist nicht bei allen Estern“ (Buttersiiure—Athyl— 
Propylester, Propionsiiure—Athyl—Propylester) ,,zleich. Nach einem 
anfiinglich steilen Abfall oder leichten Anstieg nimmt die Reaktions- 
veschwindigkeit bis zum Ende der Reaktion ab. [Diese Abnahme 
beruht nicht auf einer successiven Zerstérung mehrerer Enzyme 


von verschiedener Resistenz“ — ein von Sv. Arrhenius vor- 
gebrachter Einwand — ,.sondern auf einer Bindung durch die 


Spaltprodukte, bei alkalischer Reaktion durch den Alkohol, bei 
saurer durch Alkohol und Siure“. Es wird also in dieser Arbeit 
ein wichtiger die ,,Form der Reaktionskurve“ beeinflussender Faktor 
in dem variierenden Verhiltnis der Affinitiit der Esterase zum 
Hster und zu den Spaltstiicken Alkohol und Siure erblickt. 
Weitere Messungen befassen sich mit dem KinfluB der Temperatur 
und der Enzymkonzentration auf den Reaktionsablaut. 

Kindeutig nachgewiesen ist in dieser Untersuchung, dab die 
veschwindigkeit des Reaktionsverlaufs vermindert werden kann, 
im sauren Medium durch beide Spaltstiicke des Esters, im alka- 
ischen nur durch den entstehenden Alkohol. Es ist naheliegend, 
experimentell jedoch nicht bewiesen, daB die Hemmung auf 
Afhnitiitsbeanspruchung, also auf einer Konkurrenz der Spalt- 


—— 





') Medd. f. K. Vetenskapsakad. Nobelinstitut, Bd. 6 Nr. 4 (1923). 
*) Dr. Nogaki (Japan), Diese Zs. Bd. 152, S. 101 (1926). 
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produkte mit dem Ester um das Enzym, beruht. Jene Versuche, 
die nach Zusatz der maximal entstehenden Menge Alkohol eine 
Anfangsgeschwindigkeit ergeben, die ,,ungefahr ebenso groB ist, 
wie die Endgeschwindigkeit der Parallelversuche ohne Alkohol, 
kénnten auch so erklirt werden, da’ die durch Alkohol-Zusatz 
baw. -Bildung bedingte physikalische Anderung des Reaktions- 
mediums eine andere Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat. 

DaB die Gestalt der Verseifungskurve von der Enzymaffinitit 
in hohem MaBe abhiangt, wurde zuerst von R. Willstatter und 
F. Memmen in einer im Jahre 1924 veréffentlichten Untersuchung: 
, Vergleich von Leberesterase mit Pankreaslipase“!) klar erkannt: 
Ver Unterschied in der Abhingigkeit von der Substratkonzen- 
tration wird auf den Reaktionsverlauf EinfluB haben. Wahrend 
das Enzym mit groBer Affiniti.t, die Leberesterase, (mit tber- 
schiissigem Substrat) nach Arrhenius nullmolekularen Verlaui 
ergibt, wird fiir Pankreaslipase, also fiir ein Enzym mit geringerer 
Affinitiit zum Substrat und mit der annihernden Proportionalitii 
der absoluten Spaltung und ider Substratkonzentration mono- 
molekularer Reaktionsverlauf zu erwarten sein, insoweit Enzym- 
zerstérung und andere Kinfliisse wie Hemmung durch Spalt- 
produkte keine Komplikationen bedingen.“ In dhnlichem Sinne 
diirfen wohl auch die Bemerkungen von P. Rona und R. Ammon* 
iiber den Reaktionsverlauf von Mandelsiiureester- und Tributyrin- 
spaltung verstanden werden. 

Fiir die Priifung der Folgerungen von R. Willstitter und 
F. Memmen ist das Leberenzym ein geeigneteres Material, da 
die Pankreaslipase in rein wiBrigem Medium duBerst unbestiindig 
ist. Das uns in der Leberesterase des Rindes zur Verfiigung 
stehende niederaffine Enzym zeigte in der Tat starke Abweichungen 
vom linearen Reaktionsverlauf. Wir beschrinken uns auf die 
Hydrolysenbeschreibung im alkalischen Medium, da das als Ver- 
seifungsprodukt entstehende Salz der Buttersiiure ohne Hinflub’ 
auf die Reaktion ist und die Verhiltnisse sich dadurch iiber- 
sichtlicher gestalten. Tab. 3 zeigt in zwei Beispielen (Bestimmung 
in pufferhaltigen Lisungen), daB die Reaktionskonstante 4, be- 
rechnet fiir linearen Verlauf, stark abnimmt und die des mono- 


') Diese Zs. Bd. 138, S. 216 (1924). 

*) Biochem Zs. Bd. 181, S. 49 (1927) u. zw. S. 62. 

*) E. Knaffl-Lenz, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 97, S. 242 (1922/25) 
und zwar 8, 255 u. 256, Tab. 4 u. 5. 
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nolekularen Verlaufs wenig sinkt. Ein ahnliches Resultat ergibt 


Versuch 1 der Tab. 4, der mit viel Ester in pufferfreier Lisung 
‘nach Knaffl-Lenz ausgefiihrt wurde; eine Verringerung der 
‘Esterkonzentration des Versuchsansatzes (Versuch 2 der gleichen 
‘Tabelle) macht sich dadurch bemerkbar, daB die Abweichung vom 


jinearen Verlauf — wie auf Grund der Affinitatskurve zu erwarten 


jst — nicht mehr so betrachtlich ist. DemgemiB fallt zwar die 


Konstante des linearen Reaktionsverlaufs, die der ersten Ordnung 
steigt dagegen an. 
Unter den hochaffinen EKnzymen beanspruchte die Analyse 


‘des Reaktionsverlaufes derjenigen Ksterasen das gréBte Interesse, 


deren Reaktionsgeschwindigkeit nach Uberschreiten einer optimalen 


' Esterkonzentration abnimmt. Der Reaktionsverlauf der Ester- 
‘yerseifung, beispielsweise mit Lebexesterase des Schafes, sollte, 


wie ein Bleck auf die Aktivitats-ps-Kurve lehrt, einen auto- 


katalytischen Anstieg zeigen, wenn man eine Anfangskonzentration 


wiblt, die durch den FuBpunkt des zum Optimum ansteigenden 
Hemmungsastes der pg-Kurve gekennzeichnet ist. Bei noch 


‘giBeren Substratkonzentrationen, insbesonders bei Anwesenheit 
‘ungelésten Substrates wire allerdings linearer Verlauf zu erwarten, 


da der Hemmungsast der ps-Kurve nicht stetig zu fallen, sondern 


‘in eine Horizontale iiberzugehen scheint. 


Wir haben in einigen der untersuchten Falle unsere Voraus- 


'setzung wohl qualitativ angedeutet; jedoch nicht quantitativ be- 
'stitigt gefunden. Wahrend die Verfolgung des Reaktionsverlaufs 
der Esterspaltung durch das Leberenzym des Hundes weder in 
‘Versuch 1 der Tabelle 5, der in stark pufferhaltiger Lésung’) 
‘uit groBer Estermenge ausgefiihrt wurde, noch in dem Versuch 2 
_ derselben Tabelle) mit geringerer Estermenge einen autokatalytischen 


Anstieg der Reaktionskurve erkennen laBt, findet ein solcher in 


b den Versuchen der Tabelle 6 (Sauretitration in pufferfreier Lésung) 
‘und der Tabelle 7 (Bestimmung in pufferhaltigen Lésungen) mit 
Schafleberenzym in geringer aber unverkennbarer Weise statt. 
| Diese Versuche stellen vielleicht einen Anschlu8 her an das von 
Nogaki mitgeteilte Ergebnis, daB bei der Verseifung des ver- 


iiltuismiBig léslichen Propionsaureiithylesters im Gegensatz zu 





’) Bei diesen Versuchen ist beziiglich der zu wihlenden Esterkonzen- 
ration auf die aussalzende Wirkung des Puffers Riicksicht zu nehmen. 


ts geniigen daher weit geringere Esterkonzentrationen um die gleichen 


Lr scheinungen zu finden, wie sie nach der Knaffl-Lenzschen Methode 
Atfnitétsmessungen) in nelson Konzentrationsgebieten beobachtet werden 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXX XIII. 11 
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-_ 


den iibrigen untersuchten (schwerer léslichen) Estern im Verlauf de; 
Spaltung zuerst ein Ansteigen, dann ein Abfallen der Reaktion;. 
geschwindigkeit erfolgte.’) Da die experimentellen Grundlage 


zur Klirung dieser Frage noch nicht ausreichen, sehen wir yoy 
der Diskussion der verschiedenen Erklarungsméglichkeiten vorerst a}, 


Nachstehend geben wir eine kurze Ubersicht iiber das jeweik 


zu erwartende Reaktionsbild der enzymatischen Esterverseifung 
Linearen Reaktionsverlauf?) bis zu héheren Spaltungsgrade; 
erwarten wir bei der Einwirkung eines Enzyms, das zum Substra 
bedeutende, zu den Spaltprodukten keine erhebliche Affinitiit zeig 
und dessen Bindung an das Substrat unmeBbar rasch verliuit, 
Solange das Substrat trotz seiner Abnahme das Enzym vollstiindig 
zu binden vermag, wird in gleichen Zeiten der gleiche Umsat) 
stattfinden. Ausgeschlossen mu8 sein, eine durch die h oder die 
Temperatur bedingte Schadigung des Katalysators, sowie eine 
durch Reaktionsprodukte hervorgerufene wesentliche Anderung 
des Reaktionsmilieus in physikalischer Hinsicht. 
Abweichungen vom linearen Verlauf treten ein: 

a) in Form eines (anfainglichen) Anstiegs der Reaktionskurve 
wenn die Reaktionsgeschwindigkeit wihrend des Umsatzes griter 
wird. Das sollte dann der Fall sein, wenn mit dem Uberschreiter 
der optimalen Substratkonzentration eine Abnahme der Zerfall:- 
geschwindigkeit verbunden ist (vgl. Aktivitats-ps-Kurven). 

b) In Form eines mehr oder weniger starken Abfalls der 
Kurven, wenn die Esterspaltung mit einem niederaffinen Enz:m 
durchgefiihrt wird. Monomolekularer Reaktionsverlauf ist nicht 
unbedingt zu fordern, er stellt nur einen Grenzfall dar. 

Bei Enzymen mit hoher Substrataffinitat wird man, we 


') Der Tabelle VII auf Seite 114 entnehmen wir folgende Werte fi 
k= ; (Versuch a bei 30°): Zu Anfang = 457, ansteigend bis 599, abfallend 


bis 391. Diese Erscheinung wird von Nogaki allerdings auf eine ander 
Ursache zuriickgefiihrt: ,, Wabrend die Bindung Lipase-Athylbutyrat momen: 
tan erfolgt, scheint dies bei Athylpropionat nicht der Fall zu sein. Die: 
wiirde den anfiinglichen Anstieg der Geschwindigkeit bei diesem Este: 
erkliiren.“ Wir weisen jedoch auch auf die Méglichkeit hin, da8 sich «x 
leichtlisliche Propionsiureithylester gegeniiber einer bestimmten Estera: 
iihnlich verhalten kann, wie unser Substrat: der ebenfalls leicht sie 
Buttersiiuremethy lester. Dann kénnte man auch die von uns gegebé 
Erklirung fiir den autokatalytischen Anstieg der Reaktionskurve in Betrac! 
ziehen. Wir haben begonnen diese Frage experimentell zu priifen. 

2) Vgl. R. Kuhn in Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und i? 


Wirkungen, V. Aufl. Bd. 1, S. 235 (1925). 
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_ wir am Beispiel der Leberesterase des Menschen J (Tab. 8) zeigen 
konnen, dann ein Abfallen des linearen Verlaufs beobachten, wenn 


jas Enzym, durch Schutzstoffe zu wenig stabilisiert, im Reaktions- 


verlauf teilweise Zerstérung erleidet. Dieser Gesichtspunkt ist 
fir die Bestimmungen bei der priparativen Reinigung von Be- 
| deutung. 


DaB nach den Versuchen von Nogaki auch die Temperatur, 


‘pei welcher die Verseifung stattfindet, die Gestalt der Reaktions- 
‘\urve beeinfluBt, wurde bereits erwihnt. Diese Erscheinung mag 
‘in manchen Fallen dadurch zustande kommen, daB die angefiihrten 
'Faktoren bei einer Temperaturerhéhung nicht gleichmibig be- 
einfluBt werden. 


Den Reaktionsverlauf verfolgten wir teils in pufferfreien Lésungen, 


die durch stiindige tropfenweise Zugabe von Lauge auf dem gleichen py 
' gehalten wurden, teils in stark pufferhaltigen Lésungen bei 30° und py, = 8,9. 
' Das Reaktionsgemisch enthielt dann im Volumen von 200 cem 80 cem 2,5 n- 


Ammoniak-Ammonchloridpuffer (NH, : NH,Cl = 1: 2), 2 cem = 1,796 g Butter- 
siuremethylester und eine je nach der Aktivitiit verschiedene Anzahl ccm 


'Enzymlésung. Zu Beginn des Versuchs und in bestimmten Zeitabstiinden 


wurden Titrationsproben von 20 ccm entnommen, in 40 ecm n/5-Salzsiure 


‘zegeben und mit n/5-Kalilauge bis zum Umschlag von Bromkresolpurpur 
‘titriert. Die Differenz im Verbrauch der Lauge, der Aciditiitszuwachs, ist 
cin MaB fiir den Umsatz. Wiihrend des Versuchs sank das py um etwa 0,2; 
dadurch wird jedoch der Reaktionsverlauf nicht beeinfluBt, da die p,,;-Ab- 
f hingigkeit der Wirkung in diesen Grenzen unbedeutend ist. Die Versuche 
F wit Hundeleberesterase (Tab. 5) und die Versuche 1 und 2 mit Schafleber- 
esterase (Tab. 7) waren mit Phosphat py = 7,6 (11,56 g: 200 cem) gepuffert. 
Die Titrationsproben, ebenfalls 20 cem, wurden in 200 cem Wasser gegeben 
| nd unverziiglich mit Lauge bis zum Umschlag von Kresolphthalein titriert. 
Auf diese Weise erzielt man auch dann, wenn die Enzym- bzw. Reaktions- 
_sungen dunkel gefirbt sind, einen scharfen Farbumschlag. 


Um ein Bild iiber die Bestiindigkeit der einzelnen Esterasen 
vahrend des Versuches zu gewinnen, haben wir Kontrollversuche 


-susgefuhrt, derart, daB wir die Wirksamkeit eines Enzyms nach der 
von R. Willstatter und F. Memmen!) angegebenen Methode (ohne 
olycerin und Zusitze) bestimmten und damit die Wirkung verglichen, 
le durch die gleiche Menge Esterase in der gleichen Zeit erzielt 


wurde, wenn sie vorher 2—3 Stunden unter den Bedingungen 


les Versuchsansatzes, nur ohne Substrat, gestanden hatte. 


Aus der folgenden Zusammenstellung ergibt sich, daB das 
“nzym der Rinder-, Hunde- und Schafleber unter den jeweiligen 
ersuchsbedingungen vollkommen bestiindig, das der Menschen- 


“ber dagegen wenig bestindig ist. 


') Diese Zs. Bd. 133, S. 229 (1924) und zwar S. 237. 


‘.” 
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ee 


Py der Aciditiitszuwachs (eem n/5-KOH 











Bestimmung in 30 Minuten 
bzw. der apnea aan 
Vor- obne Vor- | nach Vorbehandlup- 
behandlung | behandlung | Versuch 1 Versuch : 
Leberesterase des Rindes 8,9 0,63 0,64 | 061 
o ,, Hundes 7,6 1,01 100 ,; — 
- ,, schafes 7,6 0,61 0,58 | _ 
d. Menschen J. 8,9 0,90 | 0,388 | O51 








? 


Die Tab. 3 mit 8 enthalten die den Reaktionsverlauf de; 
Methylbutyratspaltung durch verschiedene Leberesterasen charak. 
terisierenden Daten. Es bedeuten ¢ die Zeit in Minuten, z dic 
Anzahl ccm n/5-Kalilauge (in Tab. 4 und 6 n/1-KOH), die de: 


a er . : r ; 
Acidititszuwachs anzeigen, /, den Quotienten ~ und f, div 





Reaktionskonstante erster Ordnung (- — ) 


| a-—x 
Tabelle 3. 
Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltung mit Leberesterase des Kinde: 
in pufferhaltigen Liésungen. 
(1,796 g Ester: 200 cem; 80 cem 2,5 n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer 1:2 
Pu = 8,9, Vers.-Temp. 30°, Titrat.-Probe 20 cem). 

















Reaktionszeit Aciditats- Spaltung me? 10° #, + 10° 
zuwachs x / 1 a 
Versuch 1. 
15 0,79 8,9 526 627 
30 1,39 15,8 463 573 
45 1,96 22.3 435 560 
60 2,44 27,8 407 541 
90 3,32 37,8 369 527 
105 3,69 41,9 351 518 
135 4,49 51,0 333 529 
Versuch 2. 
30 0,91 10,3 303 364 
50 1,45 16,5 290 360 
70 1,89 21,5 270 345 
110 2.59 29,4 235 317 
150 3,29 37,4 219 312 
190 3,84 43,6 202 302 
230 4,39 49,9 191 301 
270 4,79 54,4 177 291 
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Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltung mit Leberesterase des Rindes 
in pufferfreien Lésungen bei py = 7,0—7,1 und 22,7°. 
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Tabelle 4. 








——_——— 


Reaktionszeit 
zuwachs 
(Min.) 


90 
100 
110 
120 
130 
140 


20 
30 
40 
50 
60 
10 
SO 
90 
100 
110 
120 
130 
140 
150 


160 


Aciditits- 


(cem n/1-KOH) 


1,32 
2,20 
3,06 
3,83 
4,57 
5,32 
6,02 
6,64 
7,20 
7,79 
8,30 
8,81 
9,35 
9,79 





1,17 
1,71 
2,21 
2.70 
3,14 
3,61 
4,04 
4,42 
4,86 
5,20 
5,59 
5,99 
6,36 
6.72 
7,00 
7,16 











Spaltung 
(Proz.) 


Versuch 1. 
2,245 g Ester: 200 cem; (0,110-m). 


6,0 
10,0 
13,9 
17,4 
20,8 
24,2 
27,4 
30,2 


. aod 
32,4 


35,4 
37,7 
40,0 
42.5 
44,5 


Versuch 2. 
0,898 g Estar: 200 cem; (0,0440-m). 


13,3 
19,4 
25.1 
30,7 
35,7 
41,0 
45,9 
50,2 
55,2 
591 
63,5 
68,1 
72,3 
76,4 
79,5 
81,4 








132 

110 

102 
95,8 
91,4 
88,7 
86,0 
83,0 
80,0 
77,9 
75,5 
73,4 
71,9 
69,9 


k, + 10° 


619 
527 
499 
478 
466 
462 
457 
449 
441 
437 
431 
427 
426 
421 





714 
721 
723 
733 
736 
755 
769 
776 
804 
813 
841 
879 
9LT 
963 
993 
989 
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Tabelle 5. 


Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltung mit Leberesterase des Hunde: 
in pufferhaltigen Lésungen. 


(Versuchstemperatur 30°; Titrat.-Probe 20 ecm). 














Reaktionszeit feimitlite- Spaltung ; 

zuwachs ’ x 

(Min.) (eem n/5-KOH) (Proz.) (t = 4) 
Versuch 1. 
2,87 g Ester: 200 ccm; 11,56 g Phosphat py = 7,6. 

60 3,22 22,9 537 
90 4,66 33,1 518 
150 7,55 53,6 503 
210 10,60 15,3 505 
240 11,88 84,4 495 
270 12,84 91,2 476 

Versuch 2. 
0,57 g Ester: 200 ccm; 11,56 g Phosphat p,,; = 7,6. 

6 0,42 15,1 700 
12 0,80 28,4 667 
18 1,27 45,1 705 
24 1,62 57,6 675 
30 2,10 74,7 700 
36 2,39 85,2 664 
42 2,52 89,5 600 








Tabelle 6. 








Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltung mit Leberesterase des Schate: 
in pufferfreier Lésung bei py = 7,0—7,1 und 21,8°. 
(0,898 g Ester: 200 cem; 0,0440-m). 





rom ‘ 
Reaktionszeit Aciaitits- Spaltung sa id 
zuwachs a *) 
(Min.) (ecm n/1-KOH) (Proz.) (i -< 
10 0,57 6,4 570 
20 1,12 12,7 560 
30 1,73 19,7 577 
40 2,31 26,2 578 
50 2,83 32.2 566 
60 3,44 39,1 573 
70 4,00 45,5 571 
80 4,64 52,7 580 
90 5,23 59,4 581 
100 5,91 67,2 591 
110 6,60 75,0 600 
120 7,27 82,6 606 
130 7,92 90,0 609 
140 7,99 90,8 571 
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Tabelle 7. 
vies Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltung mit Leberesterase des Scliafes 
in pufferhaltigen Losungen. 
(0,57 g Ester: 200 cem; 11,56 ¢ Phosphat p,; = 7,6, Vers.-Te:ap. 30°, 
— Titrat.-Probe 20 cem). 














. ° A | li i 3- ’ / e I ()4 
Reaktionszeit ciditats Spaltung 
Mi zuwachs p ( x | 
(I in.) (cem n 5-KOH) { rozZ.) “uy = t 
Versuch 1. 

7 0.3: eee 71 
14 0,70 24,9 500 
21 1,10 39,1 524 
28 1,50 53,3 D386 
395 2,10 74,6 600 
42 2,48 88.1 590 

Versuch 2. 

8 0.50 i ee 625 
14 0,94 33,4 671 
20 1,34 47,5 670 
26 1,86 66,0 715 
32 2,43 86,2 760 
38 2,47 87,6 650 











Tabelle 8. 


Reaktionsverlauf der Methylbutyratspaltupg mit Leberesterase des 
"e Menschen J. in pufferhaltiger Lésung. 
(1.796 g Ester: 200 cem; 80 cem 2,5 n-Ammoniak~Ammonchloridpufier 1:2; 


Pr = 8,9, Vers.-Temp. 30°, Titrat.-Probe 20 ecm). 





Aciditiits- Ik, +104 ky © 105 














heaktionszeit Spaltung 
Min. zuwachs <n (i 7 =i (i 4 1, 4 
hn.) |cem n/5-KOH)|  '9#) we. oa 
15 1,10 12,5 733 $91 
30 2,05 23.3 683 RR4 
45 2,85 32,4 633 S70 
15 4,45 50.6 593 940 
105 5,95 67,7 567 1070 
135 7,30 83,0 541 1310 
165 8,75 99,4 530 3170 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
iir die Férderung unserer Untersuchungen zu aufrichtigem Dank 
verptlichtet. 
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Uber Desamidocasein. 
Von 


H. Steudel und R. Schumann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1929.) 


Die Veriinderung der Kiweibkérper durch die Kinwirkung 
salpetriger Siiure ist schon oft untersucht worden; wahrend aber 
die alteren Untersucher sich nur mit der summarischen Erforschung 
der bei der Reaktion eutstehenden Produkte begniigt haben, hat 
erst Skraup!') durch Aufspaltung der ,,Desamidoproteine“ und 
Bestimmung der Spaltstiicke, vor allem der Diaminosiuren, fest- 
gestellt, daB es besonders das Lysin ist, das so verindert wird 
daB es in der auf bekannte Weise erhaltenen Lysinfraktion nicht 
mekr nachweisbar 1st. 

Uber das AusmaB der sonstigen Veriinderungen, der die mit 
salpetriger Siiture behandelten Kiweibkorper unterliegen, herrschen 
noch keine klaren Vorstellungen — die Angaben iiber die Mengen 
der von den einzelnen Untersuchern erhaltenen Fraktionen der 
nach der Hydrolyse verhiiltnismibig leicht bestimmbaren Diamino- 
siiuren weichen erheblich voneivander ab. Dies hat méglicher- 
weise darin seinen Grund, daB die einzelnen Untersucher ungleiches 
Ausgangsmaterial benutzt haben. Wie nimlich aus neueren Ar- 
beiten amerikanischer Autoren hervorgeht, gibt es keine bestimmte 
Endreaktion bei der Nitriteinwirkung, sondern bei fortgesetzter 
EKinwirkung werden nicht nur, wie man zunichst erwarten sollte. 
die freien Aminogruppen abgespalten, sondern es werden durch 
die andanernde Siureeinwirkung auch andere Bindungen gelist 
und an den freiwerdenden Spaltstiicken treten sekundire Reak- 
tionen auf. 


') Mon.-H. fiir Chemie Bd. 27, S. 652 (1906); Biochem. Zs. Bd. 10, S. 24 


(1908). 
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Nun haben Lewis und Updegraff!) in einer Jangeren Ver- 
suchsreihe bestimmt, unter welchen Bedingungen man arbeiten 
muB, um z. B. beim Casein ein Produkt zu erhalten, das, nach 
van Slyke untersucht, keinen freien Aminostickstotf mehr ent- 
hilt, das aber noch nicht so weit gespalten ist, dab sekundiire 
Reaktionen eingetreten sind. 

Da uns nun fiir andere Untersuchungen die genauere Kenntnis 
der Zusammensetzung eines solchen Produktes erwiinscht erschien, 
haben wir uns nach der Vorschrift von Dunn und Lewis”) aus 
Hammarstencasein ein Desamidocasein bereitet, das keinen freien 
Aminostickstoff nach van Slyke mehr gab, und diesen Koérper 
einer eingehenden Analyse unterworfen. 

Wir bestimmten den Gelhialt an Stickstoff, Schwefel und Phos- 
phor im Ausgangsmaterial (Casein nach Hammarsten) und im 
Desamidocasein; dann haben wir vier quantitative Spaltungen 
durchgefiihrt, zwei am urspriinglichen Casein und zwei am Desamido- 
casein. Ks wurden in der oft beschriebenen Weise nach den von 
kossel und Kutscher angegebenen Methoden das Ammoniak, 
der Humin-N, der N des Phosphorwolframsiureniederschlages und der 
Stickstoff der drei Diaminosiiurefraktionen bestimmt. Aber wir 
sind damit nicht zufrieden gewesen, denn die Umrechnung des 
Stickstofts einer Fraktion auf die gesuchte Diaminosiiure setzt vor- 
aus, daB die betretiende Fraktion absolut rein ist und anderes 
als eben diese Aminosdure nicht enthalt. Das ist nun aber keines- 
wegs immer (aus langer Erfabrung kann man wohl behaupten, nur 
sehr selten) der Fall — wir haben also die einzelnen Fraktionen 
weiter aufgearbeitet, die Diaminoséuren in die bekannten krystalli- 


_ sierten Salze iibergefiihrt, diese umkrystallisiert und den Schmelz- 
| punkt bestimmt. Dabei treten natiirlich — besonders gegen das 


Ende der Untersuchung — Analysenverluste ein. Wir haben diese 


in einer besonderen Ubersicht berechnet. 


Die erhaltenen Resultate sind die Zahlen fiir die griBt- 


/méghchen Ausbeuten bei sorgfaltigem analytischen Arbeiten; sie 


sind Minimalzahlen, lassen sich aber untereinander gut vergleichen. 
Wir haben nun gefunden, daB die Ausbeuten an Diaminosiiuren 


' schon beim Casein nicht allen in der Literatur angegebenen Zahlen 
/entsprechen; aber diese Zahlen sind eben hiutig nur aus dem 
\-Gehalt der einzelnen Fraktionen errechnet und deswegen nicht 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, S. 405 (19283). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 49, S. 327 (1921). 
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zuverlissig. Beim Casein sind die Unstimmigkeiten nicht so gro 
wie beim Desamidocasein; beim letzteren fallt sowohl mit Phos. 
phorwolframsiure wie mit Silber und Baryt sehr vieles, was mit 
Pikrolonsiiure und Pikrinsiure spiter nur dlige Niederschlige 
gibt und auf keine Weise zur Krystallisation zu bringen ist. Aucl, 
die Flaviansiure gab hier keine besseren Resultate. 

Der N-Gehalt der Histidin- und Argininfraktion zeigt also 
beim Desamidocasein keineswegs den wahren Gehalt an Histidiz 
und Arginin an. Selbst in der Lysinfraktion erhalt man _ beim 
Desamidocasein noch einen gewissen Gehalt an Stickstoff, trotz. 
dem man hier mit Pikrinsiure auf keine Weise Lysinpikrat oder 
mit Piatinchlorid ein Platinat erzeugen kann. 

[as Ergebnis unserer Analysen stimmt im groBen und ganzey 
mit den bisher bekannten Analysen iiberein; aber auBer der all. 
gemein anerkannten '‘l'atsache, dab das Lysin bei der Kinwirkung 
der salpetrigen Saiure angegrifien wird, sind die Zahlen im ein. 
zelnen doch von den Zahlen anderer Untersucher recht verschieden, 
Am niichsten kommen unseren Ergebnissen noch diejenigen von 
Hirai (sieche die Ubersicht Nr. IV). 

Auger dem Lysin sind unter den von uns gewihlten Ver- 
suchsbedingungen zweifellos auch Arginin und Histidin teilweise 
angegriffen, die entsprechenden Fraktionen enthielten reichlich 
Substanzen, die nur als élige Pikrolonate austielen. Dieser Befund 
entspricht den Ansichten Kossels, der ebenfalls meint, daB nicht 
nur das lLysin durch die salpetrige Siure angegriffen wird. 

Lewis und Updegraff haben ferner Tyrosinbestimmunge: 
in ihren Hydrolysaten vorgenommen. Da wir in der Folin-Loo- 
neyschen?) Methode ein bequemes Mittel haben, solche Analyse 
vorzunehmen, haben auch wir diese Methode angewandt und ge: 
funden, da& unser Casein den gleichen Gehalt an Tyrosin wie 
das daraus erhaltene Desamidocasein hatte. Unter den von un 
gewiihlten Bedingungen wird also das Tyrosin nicht angegrificr 

Kbenso wird das Tryptophan nicht verindert, das wir ebet: 
falls nach Folin und Looney bestimmt haben. 

Dagegen haben wir sehr beachtenswerte Resultate bei de 
Bestimmung des Cystins erhalten. Als wir auch diese Amino 
siure nach Folin bestimmen wollten, stieben wir zuniichst au! 
Schwierigkeiten, insofern als die colorimetrisch zu untersuchen¢: 
Lésung infolge der Braunfirbung bei der Spaltung viel zu gril: 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 421 (1922). 





Man 
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| bezogen, 15,08°/, N(Kjeldahl) 0,85°/, P (Neumann) und 0,65° 
; nach Hammarsten bestimmt).*) Aus diesem Material wurde 
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stichig war, als daB man sie mit der Standardlésung hiitte ver- 
gleichen kénnen. Wir haben versucht, die stérende Fiarbung 
durch Fallung mit Bleiacetat zu entfernen und haben uns an 
Cystinlésungen von bekanntem Gehalt davon iiberzeugt, da8 dies 
in der Tat méglich ist. 

Es ergab sich nun, daB der Cystingehalt des Desamidocaseins, 
colorimetrisch bestimmt, etwa sechsmal gréBer war als der des 
Ausgangsmaterials. Im Hammarstencasein mit einem Schwefel- 
gehalt von 0,65°/, wurde rund 0,5°/, Cystin nach Folin gefun- 
den, im Desamidocasein (S-Gehalt 0,71°/,) wurde dagegen 2,6°/, 
Cystin gefunden. Berechnet man sich aus dem Schwefelgehalt 
die Menge des Cystins, so sind im Casein 2,66°/, Cystin verlangt, 
eine Menge, die im Desamidocasein der colorimetrisch gefundenen 
genau entspricht. Es muB8 also durch die EKinwirkung der sal- 
petrigen Siure an den Bindungen des Cystins eine solche Ver- 
inderung vorgegangen sein, daB die urspriinglich nur zum Teil 
reaktionsfahigen Gruppen nunmehr simtlich reaktionsfaihig ge- 
worden sind. In welcher Weise das stattfindet, kann man 
natiirlich nicht so ohne weiteres sagen. Ob bei der Bestimmung 
des Cystins nach Folin auch die von Miller’) aufgefundene 
und von Barger und Coyne?) als Methionin (CH,-S-CH,-CH,- 
CHNH,-COOH) erkannte S-haltige Aminosdure reagiert, lassen 
wir dahingestellt. 


Experimenteller Teil. 


Das fiir die Versuche benutzte Casein nach Hammarsten 
war aus dem Handel bezogen und enthielt, auf Trockensubstanz 
[,8 
nach der Vorschrift von Dunn und Lewis‘) Desamidocasein be- 
reitet. Der Reaktionsverlauf ist eingehend von den amerikani- 
schen Forschern beschrieben; die Darstellung verlaiuft glatt, wenn 
man sich an die von ihnen gegebenen Versuchsbedingungen hilt. 
Die Ausbeuten entsprechen den von ihnen mitgeteilten Zahlen, 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, S. 156 (1923); Bd. 58, S. 373 (1928). 
*) Biochem. Jl. Bd. 22, 8. 1417 (1928). 
*) Die S-Bestimmungen im Casein geben nur richtige Werte, wenn 


| wan sich genau an die von Hammarsten beschriebene Vorschrift hiilt 


Diese Zs. Bd. 7, S. 257 (1883). 
*) a. a. O. 
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ebenso die Beschaffenheit des Endproduktes. Es ist auffallend. 
welch groBe Verainderung das Produkt beim Trocknen an der 


Luft erleidet; aus einem feuchten hellgelben Niederschlag wird 


ein tiefdunkelbraunes trockenes Pulver. Diese Erscheinung ist 
gleichfalls schon von den Amerikanern beschrieben, ohne dag 
bisher eine geniigende Erklarung dafiir gegeben werden konnte, 

Das ,,Desamidocasein“ ist von den bisherigen Untersuchern 
auf sein Verhalten gegen die Farbenreaktionen der EiweiBkérper 
gepriift und es hat sich dabei keine EKinhelligkeit ergeben. Wir 
meinen, daB dies daran liegt, dab die Lésung des Desamido- 
caseins eine ganz intensiv gelbe bis braune Eigenfarbe hat; in 
einer so gefarbten Lésung kann man natiirlich schwer eine 
Biuretprobe oder eine Millonsche Reaktion beurteilen. Soweit 
man unter diesen Umstainden etwas aussagen kann, erschien der 
Ausfall der Biuretreaktion schwach positiv, der der Millonschen 
Probe zweifelhaft, die Hopkinsche Probe war deutlich positiv. 

Die Analysen in dem bei 100° getrockneten Desamidocasein 
ergaben einen Gehalt von 14,56°/, N (Kjeldahi), 0,85°/, P (Neu- 
mann) und 0,71°/, S mach Hammarsten bestimmt). Die Zahlen 
entsprechen durchaus den von Skraup mitgeteilten und lassen 
keinen RiickschluB zu auf die von der salpetrigen Saure gesetzten 
Verainderungen. 

Es wurden nun vom urspriiglichen Casein und vom Des- 
amidocasein je zwei Spaltungsversuche mit 50 g lufttrockenen Aus- 
gangsmaterials angesetzt; die Substanzen wurden in der oft be- 
schriebenen Weise mit Schwefelsiure nach Kossel und Kutscher 
gespalten und die Reaktionslésung quantitativ') aufgeteilt. Die 
Ergebnisse der zahlreichen Bestimmungen lassen wir hier in einer 
Ubersicht folgen. Tab. I und II. 

Rechnet man sich den Gehalt der einzelnen Fraktionen in 
Prozenten des Gesamtstickstoffs aus. so erhalt man die Tab. III. 

Ferner haben wir noch eine Ubersicht aufgestellt iiber die 
Ausbeuten an Diaminosaurenstickstoff, die verschiedene andere 
Untersucher erhalten haben, und diese Zahlen den von uns er- 
haltenen gegeniibergestellt. Die Unterschiede sind teilweise recht 


betrichtlich. Tab. IV. 


1) Von den neuerdings vorgeschlagenen Verbesserungen (Vickery u. 
Leavenworth, Jl. of Biol. Chem. Bd. 76, 8. 707 [1928]) haben wir keinen Vor- 
teil gesehen. Dagegen ist die von Kiesel Diese Zs. Bd. 161, 8. 147 (1927 
empfohlene Verwendung von Ag,O statt AgNO, iiuBerst praktisch; man spar’ 
die zweite Fallung des Lysins mit Phosphorwolframsaure. 
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nd Tabelle L. 
ler Stickstoffgehalt der einzelnen Fraktionen der Hydrolyse. 
ird —_ 
* i II. If. IV: 
we Versuchs- Nr. Hammarsten-| Hammarsten-| Desamido- | Desamido- 
casein casein casein casein 
ite, 
on Gesamt-N 6,370 g 6,990 ¢ 6,626 g f,486 g 
per Humin-N . 0,79 1,00 0,70 0,91 
Vir Ammoniak-N 0,432 0,414 0,486 0,423 
lo- Zweiter Humin-N 0,14 0,17 0,31 0,23 
: \ des Phosphor- 
= wolframsiure- 0,8196 0,805 0,5044 0.4833 
Ine niederschlags 
ent Davon: 
ler Histidin-N 0,0860 0,0650 0,0602 0,0813 
ven Arginin-N 0,273 0,260 0,227 0,175 
de. Lysin-N 0,3500 0,3600 0,1163 0,1280 
” Tabelle II. 
, U- _ ‘ Blas - 
| Ausbeuten an krystallisierten Derivaten der Diaminosiiuren nach der 
- Hydrolyse. 
Lo) mine 7 
eD I. II. III. iV. 
Hammarsten-| Hammarsten-| Desamido- | Desamido- 
a5. casein casein casein casein 
1S: —————— —————— — —— — — 
\e- Aus dem N-Gehalt 
ee Histidinpikro- 
ts lonat 
ne Berechnet . . . 0,8258 g 0,6683 g Beide Spaltungen vereint. 
\er Gefanden vor dem Teilweise Slig, in heiBem 
ie ia eee 0,8900 0,6200 Wasser unléslich 
in Nach dem Um- | 0,40 0,37 Nach dem Umkrystalli- 
i krystallisieren { | (Verluste!) | (Verluste!) sieren 
% Schmp. 231°} Schmp. 231° 0,52 g. Schmp. 226° 
lie Argininpikro- 
re lonat 
we Serechnet 2,13 g 2,03 g 1,774 g 1,368 zg 
ht efunden -| 2,40 2,45 1,780 1,310 
ad Nach dem Um- 1,90 1,75 1,50 1,05 
krystallisieren Schmp. 231°} Schmp. 231°| Schmp. 227° | Schmp. 228° 
' Lysinpikrat 
om Berechnet 4,805 g 4,80 g Kein Niederschlag, auch 
o Gefunden 4,05 4,57 mit Platinchlorid keine 
vr “mkrystallisiert 8,15 3,47 Fallung zu erhalten 








Schmp. 











Schmp. 252° 
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Tabelle III. 


In Prozenten des Gesamt-N sind gefunden: 





Versuchs-Nr. 


Humin-N . 
Ammoniak-N 
Zweiter 


wolframsiure- 
niederschlags 
Davon: 
Histidin-N 
Arginin-N 
Lysin-N 


Humin-N 
N des Phosphor- 





‘. 


Hammarsten- 


casein 
12,40 
6,78 
2,14 
12,86 


1,30 
4,28 


IT. 


casein 


14,30 
5,92 
2,15 


11,48 
0,94 


3,70 
5,10 





5,60 


Hammarsten- 





IIT. 
Desamido- 
casein 


10,56 
7,33 
4,63 


7,61 
0,90* 


3,43* 
1,75* 





IV. 
Desamido- 
casein 


14.51 
6,53 
3,50 


1,97* 


* Der wahre Gehalt an Diaminosiuren wird durch diese Zablen nicht 
angezeigt (vgl. dazu die Tab. II). 


Tabelle IV. 


In Prozenten des Gesamt-N haben 


& 


¥ 


im Casein gefunden: 

















Aimmoniak-N . 
Monoaminosiuren-N 
Diaminosiiuren-N 
Histidin-N . 
Arginin-N . 
Lysin-N 

Humin-N 


A 








7,34; 6,70 38 


18,47 
3,66 
9,51 
5,30 


+ Na Yl 


Hart ?) 
Spaltung 


23,53 
3,75 
9,80 

6,9; 6,98 














4 _~ EB = = ee 
= Tn fut Zz =| - 2 i 
ae IE Sof E-5 
33 “ sal’ ¢2 
i 2 
i eo = 
10,49 6,7: 5,92 
58,78 — —_— | 
22,52 | 12,86 | 11,48 
6,01 1.30 0,94 
7,42 4,28 3,70 
9,09 5,61 5,10 
2,13 | 12,40 | 14,30 








Literatur”) 


Endlich haben wir berechnet, welche Verluste wir durch die 


Entnahme von Proben zur Stickstoffbestimmung in den einzelnex 
Fraktionen gehabt haben. 





Diese 


1) Biochem. Zs. Bd. 20, S. 228 (1909). 

*) Diese Zs. Bd. 33, S. 356 (1901). 

*) Acta schol. med. Kyoto Bd. 7, S. 529 (1925). 

* A. ws ©. 

') Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. physiol..chem. Analyse. 
9, Aufl., S. 598 (1924). 


Verluste sind immerhin 11s 
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Gewicht fallend, besonders in der Arginin- und Lysinfraktion des 
(‘aseins und in der Histidin- und Argininfraktion des Desamidocaseins. 


Tabelle V. 


Berechnung der Analysenverluste unter der Voraussetzung, dab der 





0- Stickstoffverlust sich auf die reinen Basen bezieht. 
I. II. III. lV. 
Hammarsten-]| Hammarsten-| Desamido- Desamido- 
casein casein casein casein 
Histidinpikrolonat 0,0828 0,0668 0,2502 0,2502 
Argininpikrolonat 0,2137 0,2039 0,1758 0,2834 
Lysinpikrat 0,3609 0,1824 — _ 














Zum SchluB geben wir noch eine Vergleichung des von uns 
gefundenen Gehaltes an Tyrosin, Tryptophan und von Cystin im 
Casein und im Desamidocasein. 

















t 
Tabelle VI. 
Prozentgehalt an Tyrosin, Tryptophan und Cystin, nach Folin und 
Looney bestimmt. 
Prozentgehalt an | Casein | Desamidocasein 
é Tyrosin 4,572; 4,556 4,231; 4,12 
S Tryptophan 1,22; 1,28; 1,24 1,35; 1,10; 1,42; 1,46 
g Cystin . 0,46; 0,49; 0,52 2,57; 2,56 
2 Stellt man noch einmal alle von uns beobachteten Veriinde- 
<M ‘Tungen zusammen, die das Casein durch die Einwirkung der 
| -M@ salpetrigen Siure erleidet, so ergibt sich folgendes Bild. 
119.4 . 
413 Tabelle VIL. 
: Gehalt in Prozenten Casein Desamidocasein 
1 Stickstoff . 15,08 14,56 
lie Phosphor ° 0,85 0,85 
: Schwefel 0,65 0,71 
ET 
ns Histidin 0,657 0,215 
Arginin 2,14 1,33 
Lysin 3,82 — 
Tyrosin 4,55 4,23 
Tryptophan 1,24 1,33 
Cystin . a 0,496 2.596 
(nach Folin nachweisbar) 
NH, .« 1,15 1,23 














